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RESUMEN
Los hantavirus son virus envueltos con un genoma tripartito de RNA monohebra
sentido negativo capaces de infectar humanos. En Chile, desde el afio 1995 se ha
descrito la presencia de la especie virus Andes (ANDV). En su membrana de envoltura
se encuentran ancladas dos glicoproteinas: Gn y Gc. Se postula que Gn es la proteina
que reconoce al receptor celular, mientras que nuestro laboratorio ha demostrado
previamente que Gc es la proteina que fusiona la membrana viral con [a membrana
celular, permitiendo de esta forma la entrada de las ribonucleocépsides virales al
citoplasma celular. Ge ha sido clasificada como proteina de fusién clase I, las cuales
poseen un gran ectodominio amino-terminal rico en hojas-B y estan ancladas a la
membrana viral por un segmento transmembrana carboxilo-terminal. La regién troncal
corresponde a la regién que comunica el ectodominio con el segmento
transmembrana. En esta tesis se identificé la region troncal de ANDV Gc y se
caracterizd su estructura e interaccion con membranas. Usando inicialmente
herramientas in silico se enconfré que la probable region troncal de ANDV Gc puede
estar formada por dos hélices a conectadas (denominadas H1 y H2), lo cual se
corrobord midiendo el espectro de dicroismo circular a péptidos analogos de esta
regién. Por otra parte, se predijo que la region H2 corresponde a una hélice anfipatica
que se |ocaliza en la interfase de membranafagua, sin encontrar el mismo patrén para
H1. En ensayos in vitro de péptidos analogos con liposomas se demosird que tanto la
region H1, H2 como la region troncal completa de ANDV Ge fueron capaces de
interactuar con membranas modelos. Los resultados encontrados concuerdan con [o
descrito para la regién troncal de la proteina E del virus Dengue, que corresponde
actualmente a la Unica estructura disponible de esta regién para proteinas de fusién
clase [I. Proponemos que [a regién troncal de ANDV'Gc y de otras proteinas de fusién
clase Il es capaz de inducir estrés elastico en la membrana viral, favoreciendo de ésta
forma el proceso de fusién entre membranas. Estudios para apoyar esta hipatesis se

estan realizando como continuacion de esta tesis.




ABSTRACT

Hantaviruses are enveloped viruses with a tripartite genome consisting of single strand
negative polarity RNA capable to infect humans. In Chile, the presence of the Andes
virus specie (ANDV) has been described since 1995. In their envelope membranes two
glycoprotein are anchored: Gn and Ge. It has been postulated that Gn is the protein
that recognizes the cellular receptor, while we have previously shown that Ge is the
protein that promotes the fusion between the viral and the cellular membrane. Gc has
been classified as a class |l fusion protein, which has a large N-terminal ectodomain
rich in B-sheets and is anchored to the viral membrane through a C-terminal
fransmembrane segment. The stem region connects the ectodomain with the
transmembrane segment. In this thesis, the stem region of ANDV Gc has been
identified, and its structure and membrane interaction properties characterized. Using
as a first approach in sifico tools, it was found that the stem region of ANDV Gc may be
formed by two connected o-helices (termed H1 and H2). This was confirmed using
circular dichroism of different analogous peptides spanning this region. Also, it was
predicted that the region H2 corresponds to an amphipatic helix that localizes at the
_membrane water interface, a pattern which was not found for the H1 region. /n vitro
assays of analogous peptides incubated with liposomes showed that the regions H1,
H2 and the full stem region of ANDV Gc were able to interact with model membranes.
The found results coincide with the structural characterization of the stem region of the
Dengue virus E protein, which corresponds currently to the unique information of class
[l stem regions. We propose that the stem region of ANDV Ge and other class Il fusion
proteins is able to induce elastic stress in the viral membrane, promoting by these
means the membrane.fusion process. Studies to support this hypothesis are currently

being performed as continuation of this thesis.




INTRODUCCION

Hantavirus: Caracteristicas generales

Los hantavirus pertenecen a la familia Bunyaviridae, la cual abarca més de 300
virus clasificados en cinco géneros y es una de las familias virales mas grandes que
infecta tanto animales como plantas. A pesar de su gran diversidad, estos virus
coinciden en su organizacién genémica de ARN simple hebra con polaridad
negativa tripariita, su ensamblaje en el aparato de Golgi y [a morfologia de sus
particulas virales. Los hantavirus son envueltos de forma esférica y su genoma de
tres segmentos codifica para cuatro proteinas diferentes: el segmento de mayor
tamalio codifica para una ARN polimerasa dependiente de ARN, mientras que el
segmento de menor tamario codifica para una nucleoproteina. Una proteina
precursora glicosilada es codificada por el segmento mediano: GPC (glycoprotein
precursor). Esta es posteriormente cortada por una proteasa celular originando dos
proteinas denominadas Gn y Gc de acuerdo a su posicion (N- o C- terminal) en el
precursor. Estas Ultimas corresponden a glicoproteinas de superficie y se localizan
ancladas en Ila envoltura lipidica del virus. Las glicoproteinas virales son
responsables del reconocimiento del receptor celular y posterior entrada a la célula
blanco mediante la fusién de la membrana viral con [a membrana blanco. Gec
corresponde a la proteina de fusion de los hantavirus (Tischler y col, 2005),
mientras que Gn es la responsable del reconocimiento del receptor (Plassmeyer y

col, 2005).

Los hantavirus reconocen a receptores del tipo integrina a,; presentes en células
endoteliales y macréfagos (Pensiero y col, 1992 y Gavrilovskaya y col, 1998).
Luego de la unién al receptor, los hantavirus entran a la célula a través de

endocitosis mediada por clatrina (Jin y col, 2002). Durante la maduracién del




endosoma su pH disminuye y aqui es cuando se fusionan la membrana viral con la
membrana endosomal, liberandose las ribonucleocapsides al citoplasma. Para ello
se requiere que el pH del endosoma sea menor a 6.3, puesto que las glicoproteinas
de hantavirus se activan a este pH ocasionando Ia fusién de membranas (Arikawa y

col, 1985).

Los hantavirus patogénicos se encuentran distribuidos a nivel global y son
causantes de dos severos cuadros clinicos en humanos: la fiebre hemorragica con
sindrome renal (FHSR) y el sindrome pulmonar por hantavirus (SPHVY), siendo la
via de contagio hacia humanos la inhalacién de aerosoles provenientes de heces y
saliva de roedores infectados. Las infecciones por hantavirus ocasionan en Europa
y Asia principalmente sindromes renales. En América, recién en 1993 se describio
el primer case de infeccidn humana por un hantavirus (especie Sin nombre virus) en
EE.UU., vy desde la fecha, se han producido casos a lo largo de todo el continente
americano. Los hantavirus presentes en América se diferencian de los de Eurasia
en que éstos ocasionan principalmente sindromes pulmonares en vez de sindromes
renales. En Chile y Argentina se encuentra presente la especie virus Andes
(ANDV), cuyo primer caso de infeccidn se describido en 1995, Este virus causa una
mortalldad cercana al 40% y es transmitido por el roedor Oligoryzomys

longicaudatus (Levis y col, 1998).

A la fecha no existe un tratamiento especifico conira infecciones por hantavirus. En
algunos pacientes se han realizado iransferencias de sueros de pacientes
sobrevivientes hacia pacientes en la fase aguda, esperando que los anticuerpos del
stiero sean capaces de neutralizar al virus. De esta forma impiden que el virus se
disemine por el cuerpo con el resultado de mejorar la sobrevida de [os pacientes

{datos no publicados). El uso de agentes anti-virales como ribavirina es ineficiente




en pacientes con SPHY (Mertz y col, 2004), por [0 que en este escenario urge el

desarrollo de drogas especificas contra infecciones por hantavirus.

Proteinas de fusion virales

Para que un virus envuelto se replique al interior de la célula hospedera requiere el
ingreso de su genoma al interior de ésta. Este proceso requiere de la fusion de las
membranas virales con [a membrana blanco, el cual es llevado a cabo por las
proteinas de fusion virales. La fusién de la membrana viral puede ocurrir con la
membrana plasmatica o con una membrana en una localizacién intracelular
después de la internalizacién del virus por endocitosis.

La fusion de membranas es un proceso altamente endergodnico, puesto gque la
bicapa lipidica es una estructura altamente estable. La energia para que ocurra la
fusion entre membranas proviene del cambio conformacional o de la reorganizacién
que sufre la proteina de fusion (Kielian & Rey, 2005). El gatillante de este cambio
depende del virus en cuestion, por ejemplo, para los hantavirus el factor de
iniciacion es el bajo pH que se encuentra dentro del endosoma (Arikawa y col,
19855), mientras que para ofros virus, por ejemplo para el virus de Ia
inmunadeficiencia humana (VIH), el inicio de [a fusién es gatillado por la interaccién
secuencial con el receptor {CD4} y un co-receptor (CCR5/ CXCR4) (Gallo y col,

2003).

Tres clases de proteinas de fusién han sido descritas en base a sus caracteristicas
estructurales. Dentro de las proteinas de fusion de clase | se encuentran: gp41 del
VIH, hemaglutinina HA2 del virus de la influenza y proteina GP2 del virus Ebola.
Estructuralmente poseen un alto contenido de hélices a {ver figura 1a) (revisado en

Jardetzky & Lamb, 2004 y Kielian & Rey, 2005). En su conformacién pre-fusion,




estan formando un homotrimero, el cual se encuentra en un estado metaestable en
la superficie del virién. Cuando la proteina es activada sufre un cambio
conformacional que termina en un homotrimero altamente estable. El péptido de
fusion corresponde a un péptido helicoidal de caréacter anfipatico localizado en el
extremo N-terminal. Este se inserta en la membrana blanco e inicia el proceso de
fusion, el cuél terminara con la formacién de un poro, conectando los dos
compartimentos membranosos (ver Figura 1a) (revisado en Gallo y col, 2003;

Jardetzky & Lamb, 2004 y en Kielian & Rey, 2006).

Proteinas de fusién de clase 1l y clase Il también catalizan {a formacién de un poro
de fusién mediante un mecanismo esencialmente similar (Zaitseva y col, 2005),
pero su estructura es completamente diferente. La estructura de las proteinas de
fusién de clase ill recientemente se describié y consiste en hélices a y hojas B (ver
Figura 1c); formando, al igual que clase |, homotrimeros antes y después de la
fusion. A esta clase pertenecen las proteinas de fusion gB del virus herpex simple y

G del virus de la estomatitis vesicular (revisado en Weissenhorn y col, 2007).

La proteina Gc de los hantavirus se ha clasificado como una proteina de fusién de
clase Il (Tischler y col. 2005). Los miembros clasicos de proteinas de fusion de
clase Il son las proteinas de fusién E de los virrus Dengue (DENV) y Tick-borne
encephalitis (TBEV), ambos pertenecientes a la familia Flaviviridae, y la proteina E1
del alphavirus Semliki Forest (SFV), perteneciente a la familia Togaviridae. A pesar
de su baja similitud a nivel de secuencia aminoacidica, sus estructuras secundarias
y terciarias son altamente similares (Zhang y col, 2003; Modis y col, 2004; Gibbons

y col, 2004).

Estructuralmente, las proteinas de fusion de clase Il poseen un gran ectodominio

amino terminal, el cual estd formado por ires dominios globulares compuestos




principalmente por hojas B (ver figura 1b). El dominio Il contiene el péptido de fusidn
en su extremo. A diferencia de las proteinas de fusion de clase |, éste corresponde
a una horquilla anfipatica y no a una hélice anfipatica N-terminal. El dominio |
contiene el extremo N-terminal y conecta al dominio Il con el dominio [lI. El
segmento transmembrana, localizado al extremo C-terminal ancla la proteina a la
membrana viral. El ectodominio es conectado mediante el dominio Il al segmento
transmembrana mediante una regién de tamario variable denominada region troncal

o regidn pre-transmembrana (ver figura 2a) (Kielian, 2006).

A diferencia de las proteinas de fusion de clase | y clase lll, las proteinas de fusién
de clase |l sufren un cambio oligomérico, pasando de un heterodimero metaestable
a un homotrimero estable (en el caso de los Bunyavirus el heterodimero consiste en
Gn-Ge). Durante la fusion, las proteinas de fusién clase |l se disocian del dimero, se
reorientan, pasando de estar paralelas a ubicarse perpendicularmente respecto a la
superficie viral (Gibbons y col, 2004). En esta posicion pueden insertar el péptido de
fusion en la membrana blanco. Ademas, las subunidades se encuentran paralelas
entre si, lo que favorece la frimerizacion. En este momento, el ectodominio
comienza a sufrir una reorganizacion, en el cual el dominio Il con la regién troncal
llegan a desplazarse hasta 40A hacia una cavidad localizada entre los dominios 1y
1. Al término de esta reorganizacion, el segmento transmembrana se localiza junto
al péptido de fusion, y las membranas se han fusionado formando un poro de fusion

(ver figura 2) (Kielian & Rey, 2006),

En la conformacion trimérica post-fusion, la parte central del frimero esta
compuesto por los dominios | y Il, mientras que la superficie externa, por el dominio
Il y la regién troncal. Una etapa critica en la formacion del trimero y la fusion de
membranas, por ende, consiste en el empaque del dominio Il y la region troncal

contra los dominios | y [l (ver figura 2c-e). La adicidn exégena de dominios 1lI




recombinantes durante la fusion de los alphavirus y flavivirus inhibe la reaccién de
fusion viral y, por ende, la infeccion (Liao & Kielian, 2005). Ademas, se ha
mostrado que péptidos anélogos a la region troncal también logran fa inhibicién de
la fusién en el caso de flavivirus (Hrobowski y col, 2005), no asi en el caso de
alphavirus. Este es un ejemplo de cémo la informacion molecular sobre la fusién

viral permitiria el desarrollo de drogas anti-virales que impiden la fusion.

Fusién de membranas biolégicas: mecanismo, energia y rol de las proteinas

de fusion

La fusién de dos membranas biologicas implica al menos tres efapas: el contacto
inicial entre las dos bicapas, la hemifusién de éstas, terminando con la formacién y
expansion de un poro de fusién. La hemifusién corresponde a un estado
intermediario en el cual sélo las monocapas exieriores de las bicapas se han
fusionado, pero las monocapas internas se mantienen intactas (ver la membrana de

la figura 2d).

El contacto inicial de las dos bicapas depende de la capa de hidratacién y de que [a
zona de contacto se encuenire libre de proteinas. El establecimiento de un contacto
inicial no es suficiente para que ocurra la hemifusién de membranas. La energia
para que ésta ocurra puede provenir de la curvatura de la membrana
{Chernomorkik y Kozlov, 2003). Todas las membranas poseen una curvatura
espontanea, la cual es definida proporcionalmente por la curvatura de cada lipido
que la compone. Si la curvatura de la membrana es diferente de su curvatura
espontdnea se encuentra bajo estrés elastico. Este estrés promueve la hemifusion
de membranas. Las proteinas de fusidn generan estrés elastico en la membrana

blanco debido a la insercién del péptido de fusién (Chernomordik y col, 2006).




Para completar la fusion, el intermediario de hemifusién debe fransformarse en un
poro que conecta los dos compartimientos membranosos. La expansion del
diafragma de hemifusion y apertura de un poro depende de [a tension lateral
generada en el diafragma. Modelos matematicos muestran que, el estrés elastico
de curvatura y también de la inclinacion de las cadenas hidrocarbonadas de los
lipidos proporcionan la energia para que se separen las monocapas externas,

generandose asf, el poro de fusion (Chernomorkik y Kozlov, 2003).

Regiones funcionales dentro de las proteinas de fusién

El mecanismo mediante el cual las proteinas de fusién permiten la formacién de un
poro de fusién es un proceso complejo que involucra diferentes regiones dentro de
la misma proteina. En el caso de la proteina gp41 del VIH, a pesar de que
inicialmente se pensaba de que la proteina interactuaba con membranas solo
mediante el péptido de fusidn y la regidon transmembrana, se ha mostrado que
diferentes regiones son capaces de interactuar con membranas modelos, indicando
que podrian tener un rol en el proceso de fusion viral (Moreno y col, 2006). A pesar
de que la mayoria de estos estudios se han centrado en proteinas de fusion de
clase 1, como las de retrovirus y coronavirus (Guillén y cal, 2005), el concepto de
regiones funcionales dentro de las proteinas de fusidén puede ser aplicable a todas

las clases.

Regiones que son capaces de ocasionar un esirés elastico en la membrana, {anto
viral como blanco, favoreceran la fusién de membranas, por lo que tanto el péptido
de fusién como la regién fransmembrana son fundamentales para este proceso. El

péptido de fusidn, en general, no acepta mutaciones (revisado en Epand, 2003), y




el segmento transmembrana no puede ser reemplazado por una region de anclaje
periférico a membrana (anclaje de glicofosfatidilinositol), sino que debe estar
presente la secuencia aminoacidica hidréfoba que atraviesa la membrana (Odell y

col, 1997).

El concepto de hidrofobicidad interfacial ha sido introducido al momento de analizar
posibles regiones funcionales dentro de la proteina de fusion. Este se basa en una
nueva escala de hidrofobicidad denominada escala de Wimley-White (WW) (Wimley
& White, 1996), la cual calcula la energia libre necesaria para transferir cada
aminodcido de agua a una interfase membrana-agua. Esta escala ha sido 0til para
la deteccion de secuencias virales gque muestran una tendencia a localizarse en
interfases de membrana-agua, por lo que podrian contribuir a generar un estrés

elastico en ésta, facilitando [a fusién de membranas (Lorizate, 2008).

Al analizar las regiones pre-transmembranas o troncales' de diferentes familias
virales (retrovirus, coronavirus, filovirus, orthomyxovirus, rhabdovirus) se ha visto
que poseen un alfo contenido de aminodcidos aromaticos, en especial, de
triptéfanos (Sudrez y col, 2000). Ademas muestran una alta hidrofobicidad
interfacial y un alto contenido helicoidal (revisado en Lorizate y col, 2008). Estas

caracteristicas han motivado que diferentes estudios se centren en esta region.

En el caso del segmento pre-transmembrana de la proteina gp41 del VIH se ha
visto que posee estructura helicoidal y que es capaz de interactuar con membranas
modelos promoviendo ademas la fusién y formacion de poros en ellas, de esta
forma, se postula que juega un rol importante en la fusién al desestabilizar las

membranas (Schilibi y col, 2001 y S&ez-Cirién y col, 2003). Analisis mutacionales

! El término pre-transmembrana es aplicado a proteinas de fusion de clase | y troncal, a las
de clase |1 y [ll. Ambas hacen referencia a la regién que comunica el ectodominio con el
segmento transmembrana




han mostrado que esta regién es necesaria para la fusion de membranas
(Salzwedel y col, 1999). La delecién de la region completa anula la actividad
fusogénica de la protefna sin afectar su maduracién, transporte o habilidad de
unirse al receptor CD4. El mismo fenotipo se observé al sustituir [os cinco
triptéfanos conservados por alaninas (W1-5A). En este caso, las mutantes eran
incapaces de agrandar los poros de fusion iniciales. Por el contrario, al mutar un
triptéfano central por prolina (W672P) no hubo efecto en la actividad fusogénica. En
resumen, se requiere que la region pre-transmembrana de gp41 posea un largo
minimo y una hidrofobicidad interfacial alta, pero la estructura helicoidal
aparentemente no es necesaria. Por ofra parte, se ha visto que esta region se
requiere para la incorporacion de la proteina en los viriones, por lo que podria

participar también en la fisién de membranas (Salzwedel y col, 1999).

Para la proteina G de VSV se ha descrito que la regién troncal contribuye al
ensamblaje del virién, es capaz de inducir hemifusion y puede potenciar la fusion de
protelnas fusogénicas virales heterélogas (Robinson & Whitt, 2000; Jeetendra y col,
2002). Estudios previos con esta proteina han mostrado que [a distancia entre el
ectodominio y el segmento transmembrana son importantes para la actividad
fusogénica. Ademas existe un requerimiento de secuencia especifica en la regién
troncal, pero a diferencia de gp41 del VIH los triptéfanos no son esenciales

(Jeetendra y col, 2003).

Para proteinas de fusion clase Il existen esiudios realizados con flavivirus y
alphavirus. Las regiones troncales de los flavivirus corresponden a dos hélices a
localizadas en la cara externa de [a membrana viral {Zhang y col, 2003). Mediante
analisis mutacionales se ha visto que [a regién troncal juega un rol fundamental en
la formacién del homotrimero durante [a fusion de membranas (Allison y col, 1999).

Pero no hay estudios que analizan si pépiidos analogos producen un efecto en




membranas ni estudios que determinan residucs claves dentro de la region. Por
otra parte, estudios con alphavirus han mostrado que [a regién troncal participa en
el ensamblaje y también en interacciones que estabilizan el homotrimero. Analisis
mutacionales demostraron que la secuencia no es importante para la actividad
fusogénica y tal como para la proteina G de VSV, se requiere de un largo minimo
(Liao & Kielian, 2006). Al igual que para los flavivirus, no se han realizado estudios

con péptidos analogos.

Como conclusién, no existe un consenso general sobre el rol de la region troncal en

proteinas de fusién de clase Il. Ademas, dentro de las proteinas de fusién de clase

1l esta regién muestra gran variacion. Por ejemplo, la de los flavivirus es mucho mas

estructurada que la de los alphavirus y también de un largo mayor (50 residuos
p

versus 30 residuos aproximadamente). Mayores estudios para determinar la funcion

en el proceso de fusion de membranas de la regién troncal son necesarios.
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Figura 1. Clases de proteinas de fusion virales. Diagrama de cintas para tres ectodominios
en su estado trimérico post-fusion. (A) Clase I: proteina gp41 del VIH. (B) Clase II: proteina E
del virus Dengue. (C) Clase lll: proteina G de VSV. Los péptidos de fusion se indican como un
triangulo negro. Sélo existe informacion cristalografica de los ectodominios, es por eso que no
se muestran ni la regién troncal ni el segmento transmembrana. El triangulo rojo muestra donde
comienza la region troncal. (Tomado de Weissenhorn y col, 2007).
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Figura 2. Modelo para la fusion de membranas mediada por proteinas de fusion clase II.
(A) En la superficie del virién se encuentran las proteinas de fusién en su estado pre-fusogenico
en forma de heterodimero. (B) Al activarse se disocian, se relocalizan perpendicularmente
respecto a la membrana insertando el péptido de fusién en la membrana blanco. (C) Al
trimerizar comienza el reordenamiento del dominio Ill y la regién troncal. (D) Debido al
reordenamiento, las membranas comienzan a fusionarse pasando por el estado intermediario
de hemifusion. (E) Formacién de un poro de fusion y estado post-fusiéon de la proteina. El
dominio | se representa en amarillo; el dominio Il, en rojo; el dominio Ill, en azul; la regién
troncal se encuentra trazada verde; el segmento transmembrana es indicado en blanco y el
péptido de fusién es representado por una estrella roja (Tomado de Kielian & Rey, 2006).
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HIPOTESIS
“La region troncal de la proteina de fusion Ge del virus Andes (ANDV) posee un alto

contenido helicoidal y es capaz de interactuar con membranas”.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la estructura y la capacidad de interaccion con membranas modelos de

la region froncal de la proteina de fusién Gc de ANDV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar tedricamente la region troncal de ANDV G
2. Analizar la conservacidn de la region troncal de Ge dentro del género Hanltavirus.
3. Determinar la estructura de la region troncal de ANDV Ge.

4, Determinar la capacidad de interactuar con membranas modelos de [a regién

troncal de ANDV Gc.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis Bioinformatico

La probable region troncal de la proteina Gc de ANDV (nimero de acceso de
Genbank: 30313865) se identifico bioinformaticamente. El ectodominio de Gc se
modelé previamente por nuestro laboratorio (Tischler y col, 2005). El segmento
transmembrana se predijo usando el programa TMHMM 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM). Contando con |a identificacion de estos

dos segmentos se pudo identificar teéricamente la region tfroncal, ya que comunica

al ectodominio con el segmento transmembrana.

Por analogia con ANDV Gc se identificé la regidn troncal de las proteinas de fusion
de ofras especies representativas del género Hantavirus (nimeros de acceso de
Genbank: 639775, 17149025, 182780787, 435651, 39573681, 38371724, 75568149,
310903, 38565476 y 2199579). Se realizé6 un alineamiento multiple de las
secuencias para determinar el grado de conservacién de esta region. Se uso el
programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) con la matriz

I
de sustitucién de residuos Blosum62. Ademas se realizé un alineamiento de las

regiones troncales de otros géneros virales que corresponden a proteinas de fusion
clase |l (Alphavirus y Flavivirus). La regién troncal de los alphavirus ya estaba
definida experimentalmente (Liao & Kielian, 2006). Para los flavivirus, también se
us6 informacion experimental (Allison y col, 1999; Zhang y col, 2003, Bonaldo y col,
2007). Las secuencias utilizadas fueron las siguientes: alphavirus: nimeros de
acceso en Genbank: 496957, 25121513, 25121500, 25140297, 29611994,
20653361, 40317152, P27284.1, 25121761 y 25121770. Flavivirus: nimeros de
acceso en Genbank: 123874531, 75569535, 123879868, 81932586, 75569466,

27696328, 81942093, 829369, 16945826 y 24418982.
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Predicciones de estructura secundaria se realizaron utilizando NPS@

(http:ﬂwww.bioinf.manchester.ac.ukldbbrowserlbioactivitviNPS2.html), el cual

entrega una prediccion consenso utifizando ocho diferentes algoritmos.

Para analizar la distribucion de hélices a en cuanto a la disposicion de los residuos
apolares versus los polares se utlizé el programa HeliQuest
(hitp:/heliguest.ipme.cnrs.frf), con una ventana correspondiente a la secuencia

completa.

Para determinar la tendencia de la regién troncal de localizarse en interfase agua-
membrana se utilizé la escala de hidrofobicidad interfacial de Wimley-White (WW)
(Wimley & White, 1996). Se promedio el valor de hidrofobicidad interfacial con una
ventana de 15 residuas. También se utilizé la escala de hidrofobicidad de octanol

(Wimley y col, 1996).

Reconstruccion de la regién troncal de la proteina E del virus Dengue

Los unicos datos disponibles sobre la estructura de regiones troncales de proteinas
de fusion clase Il corresponde a una crio-microscopia electrénica de la proteina E
del virus Dengue (Zhang y col, 2003). La resolucitén de esta estructura es de 9,5 Ay
muestra que la regién troncal estd compuesta por dos hélices a que interactian con
la membrana viral. En el mapa no estan presentes los primeros cuatro residuos de
la region troncal (396-SS1G-399). A partir del mapa de carbonos a disponible
(codigo 1P58), se reconstruyé la region troncal de DENV E. Para esto, se insertaron
las cadenas laterales y se refind su posicion utilizando el algoritmo ChiRofor
(Spassov y col, 2007). Luego se aplicé una minimizacion energética para
determinar la configuracién de los atomos que daba menor energia a la estructura,

la cual consistid en una minimizacién a convergencia usando una tolerancia raiz
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cuadratica media (RMS) de 0,1 kcal/mol* A y una tolerancia de energia de 0,01
usando el programa Studio (Accelrys). La minimizacion energética se realizd en un
ambiente con solvente implicito {(constante dieléctrica del medio = 80). La estructura
resultante se analizé respecto a los angulos de Ramachandran usando RAMPAGE

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) y respecto a la

estereoquimica de los residuos usando Verify 3D

(hitp://nihserver. mbi.ucla.edu/Verify 3D/). Ademas se calculé la energia de cada

residuo en la cadena usando ANCLEA (http:/iswissmodel.expasy.org/anoteal).

Posteriormente, la estructura se sometié a una dindmica molecular en cascada (ver

mas adelante) para ver si la estructura se mantenia en el tiempo.

Modelamiento por comparacién

La estructura de la regién troncal de la proteina E del virus Dengue se utiliz6 como
patrén para modelar la region equivalente de ANDV Gc. El alineamiento entre
ambas secuencias se optimizé a mano para maximizar la similitud entre ambas. 100
modelos se obtuvieron de MODELER, utilizando el software Discovery Studio
(Accelrys Inc.). Estos modelos se ordenaron en base a su puntaje DOPE (Discrete
Optimized Protein Energy). Los modelos se analizaron como se menciond
anteriormente. Los 10 mejores modelos se sometieron a una dinamica molecuiar en

cascada (ver abajo).

Modelamiento por Threading

Diversos servidores on-fine que realizan threading se utilizaron: FUGUE

(http:/ftardis.nibio.go.jp/fugue/prisearch.html), LOOPP
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(http://cbsuapps.ic.cornell.edu/loopp.aspx), Phyre

(httg:ﬂwww.sbg.bio.ic.ac.uk]ghyrel), [-TASSER (http://zhang.bioinformatics.ku.edu/l-

TASSER/), MUSTER (hitp://zhang.bicinformatics ku.edw/MUSTER/) y LOMETS

(hitp://zhang.bioinformatics.ku.edu/LOMETS/). Los modelos obienidos en cada uno

de los casos se analizaron usando el Z-score de cada programa para determinar fa
confianza de la prediccion. No se obtuvieron medelos vélidos usando la region
troncal completa. Cuando ésta se dividié en las regiones correspondientes a H1
(H413-Y419) y H2 (T437-N458) (definidas en la seccion de resuitados) se
obtuvieron resultados vélidos usando LOMETS (Wu & Zhang, 2007). Un modelo de

H1 y uno de H2 se sometieron a dinamica molecular en cascada (ver abajo).

Dinamica molecular en cascada

Como una forma de validar las estructuras obtenidas, se aplicé una dinamica
molecular en cascada para analizar si la estructura se mantenia en el tiempo. Esta
consistid en 5 etapas: 2 minimizaciones energéticas para generar una estructura
con la menor energia posible, es decir, la estructura més probable. Esta se calento,
para darle energia al sistema, defandose equilibrar hasta que la energia se mantuvo
estable y una vez que llegd al equilibrio se realizaron los andlisis. Para toda la
dindmica se utilizd el programa Discovery Studio (Accelrys Inc.) aplicando un
campo de fuerza CHARMm. Asi, para la primera minimizacién de energia se puso
una tolerancia raiz cuadrada media (RMS) de 0,1 kcal/mol*A y Ila tolerancia de
energia a 0,01 kcal. Se hizo una segunda minimizacion de energia mas rigurosa,
aumentando la tolerancia RMS a 0,01 kcal/mol* A y la tolerancia de energia a
0,001 kcal. La etapa de calentamiento se realizé en 2000 pasos elevando la

temperatura del sistema de 50°K a 300°K. La etapa de equilibric se realizd en
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100.000 pasos con un 1fs por paso sin ninguna restriccion al enlace peptidico
(tiempo total de simulacién = 100ps). Y por dltimo se realizd una produccién en
100.000 pasos con un 1fs por paso usando un ensamble NVT (nimerc de
moléculas, temperatura y volumen constante). Toda la dinamica se realizé con
solvente implicito (constante dieléctrica del medio = 80). Se compard la esfructura

inicial con la final después de la dinamica.

Sintesis de péptidos

Tres péptidos se sintetizaron (New England Peptides, pureza >85%). GeSt H1 (413-
HLERVTGFNQIDSDKVY-429) correspondiente a la regién denominada hélice uno
de ANDV Gc. GeSt H2 (437-TFKCWFTKSGEWLLGILNGN- 456) correspondiente a
la region denominada hélice dos de ANDV Gec. Y GeSt o (413-
HLERVTGFNQIDSDKVYDDGAPPCTFKCWFTKSGEWLLGILNGN-456)

correspondiente a [a probable regién troncal completa de ANDV Ge.

Dicroismo Circular (DC)

Para determinar ef contenido de estructura secundaria de los péptidos se realizd
DC. Esta técnica se basa en que la absorcion de la luz circularmente polarizada es
diferente tanto para una hélice ¢, una hoja B como para una estructura al azar. Una
vez tomado el espectro de DC, este se compara con una base de datos de
proteinas con estructura conocida, y mediante un proceso denominado
deconvolucién se puede obtener el contenido de estructura secundaria de la

muestra de interés.
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Se midieron los espectros de los péptidos en tampén (tampén fosfato 10 mM, pH
7,0 para GeSt H1 y GeSt; tampon borato 10 mM, pH 9,0 para GeSt H2). La
concentracion de péptido a usar se determino experimentalmente, siendo elegida
aquella que daba una mayor relacién sefial/ruido. Estas fueron: GcSt H1: 0,5 mg/ml;
GeSt H2: 0,25 mg/ml y GeSt: 0,35 mg/mi. Ademés se realizé una titulacién con
2.2 2-trifluoroetanol (TFE), como agente inductor del plegamiento (Roccatano y col,
2002). Se utilizaron los siguientes parametros de medicion: tiempo de respuesta:
s; ancho de banda:1 nm; velocidad de barrido: 50 nm/min. Se realizaron cinco
barridos de 250 nm a 190 nm los cuales se promediaron para entregar el espectro

final.

Una vez adquirido los espectros de DC, estos se suavizaron utilizando un algoritmo
de Savitzky-Golay (Saviizky & Golay, 1964) con el software /gor Pro (WaveMetrics,
Inc). El valor de elipticidad () obtenido en el espectro se transformo a elipticidad
residuo promedio ([8]urw) usando la ecuacion 1, donde PM corresponde al peso
molecular en Dalton, ¢ a la concentracién de la muestra en mg/ml, | a la longitud del

paso Gptico en cm y n al numero de residuos de la proteina.

100* 8+PM [grados cmz]

Ecuacidn 1
cxl+n

[Olmrw = ol

Posteriormente, los datos se analizaron con el programa CDPro (Sreerama &
Woody, 2000) para determinar el contenido de estructura secundaria. Este contiene
diferentes algoritmos y diferentes bases de datos de proteinas conocidas. Para
realizar la deconovolucién se aplicaron los algoritmos CONTIN/LL, SELCON3 vy
CDSSTR y se usaron bases de datos que contenian informacién de proteinas en

solucion, proteinas denaturadas y proteinas de membrana.
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Preparacion de liposomas

Se prepararon vesiculas grandes unilaminares (LUV’s) mediante el método de
extrusién (Hope y col, 1985). Para la mezcla de lipidos se utilizo fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina y colesterol (Avanti Lipids) en una razon de
2:2:2:3 moles. Debido a la oxidacion rapida que sufren los lipidos, todo el proceso
se hizo bajo un ambiente de nitrégeno. Para marcar los liposomas se utilizé el
fluordforo 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Molecular Probes, Invitrogen) en una
relacion de 1: 300 = sonda; lipidos. DPH se solubilizé en cloroformo y se agrego [a
cantidad necesaria a la mezcla de lipidos. DPH se localiza en la zona
correspondiente a las cadenas hidrocarbonadas y solo fluoresce cuando se
encuentra en un ambiente apolar. Dado que los lipidos se mezclaron en una
solucion de cloroformo, ésta se evaporé bajo un ambiente de nitrégeno. Para
asegurarse de que la evaporacion fuera completa, se dej6é la mezcla al vacid
durante 15 minutos. Posteriorme se hidrataron los lipidos con tampdn HNE (5 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 0.1 M EDTA, pH 7,4) y se dejaron reposar durante 30 min.
Para formar vesiculas multilamelares se agitaron durante un minuto. Luego se
congelaron/descongelaron cinco veces. Finalmente, para formar las vesiculas
unilaminares de tamafio homogéneo, se pasaron a través de una membrana de
nitrocelulosa de 100 nm utilizando un “extruder” (Avanti Lipids). El proceso de
extrusion se realizé a 55°C, temperatura superior a la temperatura de cambio de

fase de la mezcla de lipidos {Mountcastle y col, 1979).

Biotinilizacion de péptidos

Para detectar los péptidos, estos se marcaron con biotina (Sulfo-NHS-Biotin,

Pierce). Se utilizé una relacién molar péptido/biotina de 25 veces. La reaccion de
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marcaje transcurrié durante dos horas en hielo en amortiguador fosfato 10 mM pH
7,0 para GcSt H1 y GeSt y en fosfato disodio dibasico (Na;HPO,) 10 mM pH 8,8
para G¢St H2 por razones de solubilidad del péptido. Ei exceso de biotina libre se
eliminé mediante dialisis contra el mismo amortiguador usado en el marcaje, para lo
cual se utilizé una membrana de didlisis con corte de 1.000 Da (Spectra/Por 6
Membrane). Para GeSt H2 se dializé contra amortiguador borato 10 mM pH 9,0.
Como contral negativo, se utilizé un péptido correspondiente al extremo N-terminal
de la nucleoproteina de ANDV, N1: 18-
QLVTARQKLKDAEKAVEVDPDDVNKSTLQRRAAVSTLETKLG-59, el cual se
marco con biotina al igual que los péptidos andlogos de la region troncal de ANDV

Gc en amortiguador fosfato salino (PBS) (Winkler).

Coflotacion de péptidos con liposomas

Para determinar si los péptidos que representan la probable region troncal de ANDV
Gc interactian con membranas modelos se realizaron experimentos de coflotacién
de éstos con liposomas. Para esto, se mezclé 1 mM de liposomas con 0,1 mM de
péptido. Se incubaron durante 30 min a 37°C. La muestra se mezcl6 posteriormente
con sacarosa de forma que resultara una concentracion final de sacarosa de 40%
p/v en un volumen final de 380pl. Sobre la muestra se coloco una capa de sacarosa
al 25% (3600 pl), y sobre ésta una capa de sacarosa al 5% (510 pl). Se centrifugé a
217.145 g (Rotor AH-650 swinging bucket, Sorwall Combi) durante 3:30 hrs a 4°C.
Después de la uliracentrifugacion, los componentes se localizan en una fase
correspondiente a su densidad. Se espera que los liposomas al ser livianos floten
hacia la parte superior, mientras que los péptidos se [ocalizen en la parte inferior. Si

los péptidos interactian con liposomas se espera que estos cofloten a fracciones
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superiores. Una vez finalizada la centrifugacion se tomaron 23 fracciones de igual

volumen desde ia parte superior,

Medicién del indice de refraccidn

Para determinar las densidades alcanzadas en e gradiente de sacarosa después
de la ultracentrifugacion, se centrifugé un gradiente sin muestra y se midi6 el Indice
de refraccién de cada una de las fracciones obtenidas usando un refractémetro. La

densidad se obtuvo usando valores tabulados para sacarosa.

Fluorescencia de 1,8-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH)

Para determinar en que fraccién se encuentraron los liposomas se midid la
fluorescencia del DPH para cada una de las fracciones. Se us6 un fluorimetro
Perkin-Elmer LS50. En la medicion se utilizaron los siguientes pardmetros: longitud
de onda de excitacién = 350 nm, abertura de excitacion = 5 nm, abertura de emision
5 nm, tiempo de integracién = 2 s. Se registré la intesidad de fluorescencia a 427

nm, que corresponde al maximo de emisién de DPH.

Siot Blot

Para determinar en que fracciones se encontraban los péptidos, se realizé un Slot
Biot. Cada una de las fracciones se cargé completamente en una membrana de
nitrocelulosa de 0,2 pm (BioRad) usando una maquina de Siot Blot (Hybri-Slot
Manifold, Bethesda Research Laboratories). La membrana se bloqué con leche al

5% en amortiguador PBS durante toda la noche a 4°C y con agitacion. Luego se
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incubd con NeutrAvidina acoplada a peroxidasa de rabano (Pierce) (1:1000 en
leche al 5% en amortiguador PBS) por dos horas a temperatura ambiente con
agitacion. La NeutrAvidina se une especificamente a la biotina y de ésta manera se
pueden detectar los péptidos biotinilados. Se realizaron tres lavados con tampon
PBS de 10 min cada uno para eliminar la NeutrAvidina no unida y se revelo

mediante quimiluminicencia usando el sustrato SuperSignal West Pico {Pierce).
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RESULTADOS

tdentificacion y analisis de la region troncal de ANDV Gc

Se identificé tedricamente la region troncal de ANDV Gc como la region que
conecta el ectodominio con el segmento fransmembrana. El ectodominio abarca
desde E1 a P412 segtn el modelo molecular de Ge (Tischler y col, 2005). El
segmento transmembrana se predijo usando TMHMM (ver figura S1) y abarca
desde W457 a P479. De ésta forma, se definié la regién troncal de Ge como la
region de 44 residuos entre H413 y N456. De forma similar se identifico la region
troncal de otros hantavirus, encontrandose que corresponde a una region altamente
conservada dentro del género (identidad = 50% y similitud = 80%) (ver figura 3a).
También se analizo la regién troncal de otras proteinas de fusién clase 1l. En el
caso de las proteinas E1 de alphavirus, ésta, posee 29 residuos y su conservacion
es menor (identidad = 10 %, similitud = 31 %) (ver figura 3b). Las proteinas E de los
flavivirus poseen una region troncal con 53 residuos y su nivel de conservacion es
mayor que el de los alphavirus pero menor que et de los hantavirus (identidad = 38
%, similitud = 72 %) (ver figura 3c). Al analizar estos tres géneros virales se
ejemplifica la divergencia existente en la regién troncal, puesto que tanto el largo

como la conservacién de residuos varian.

Al analizar con mayor detalle el alineamiento de la probable region troncal de Ge del
género Hantavirus, se observa que existen 3 glicinas y dos cisteinas conservadas
(G418, G431, G450, C435 y C439), una regién de cinco residuos conservados al
medio al medio de la regién (429-DDGAP-433) y al extremo C-terminal se

encuentran tres residuos aromaticos conservados (\W440, F441 y W447),

Al analizar la prediccion de estructura secundaria para la probable regién troncal de

Gc se observa que se predicen dos hebras B cortas al extremo C-terminal y el resto
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estaria desestructurado, lo mismo se predice para los otros hantavirus (ver figura
S2). Esto difiere completamente con lo descrito en la literatura donde se ha visto
que la region troncal de distintas familias virales es helicoidal. Es sabido que si bien
las predicciones de estructura secundaria dan una vision rapida de lo que puede
estar ocurriendo con dicha secuencia, s6lo entregan un 70% de certeza (Rost &

Sander, 1993).

Del analisis de secuencia es llamativo la conservacion de dos prolinas y una glicina
al medio de la probable region troncal (G432, P434 y P435). Estos residuos tienden
a romper estructura secundaria debido a su alta movilidad o su restriccion al enlace
peptidico, respectivamente. Por lo que serfa posible que antes de dicha secuencia
exista un segmento estructurado y que después de ésta exista ofro segmento
estructurado, como lo que ocurre con la region froncal de la proteina E del virus
Dengue. De esta forma se decidi6 realizar un estudio con mayor profundidad de la

estructura de la region troncal de Gc.

Modelamiento molecular de la regidn troncal de ANDV Gc

En colaboracién con el centro de Bioinformatica de [a Pontificia Universidad
Catélica (CBUC) se utilizaron diferentes estrategias para modelar la region troncal
de ANDV Gc. Debido a que no existe una estructura cristalografica para la region
troncal de ninguna proteina de fusién de clase ll, y debido a que la probable regién
troncal de ANDV Gc no posee una similitud superior al 30% con ninguna proteina
del Protein Data Bank (PDB), se utilizé una reconstrucciéon de crio-microscopia
electrénica de la proteina E del virus Dengue (Zhang v col, 2003} para modelar la
region de ANDV Gg. A partir del mapa de carbonos a disponible se reconstruy6 la

estructura de la region troncal del virus Dengue. Esta se encuentra formada por dos
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hélices a interconectadas que interactan con membrana denominadas DENV H1

(Q400-W421) y DENV H2 (V428-Ad47).

Al analizar la estructura reconstruida con Verify3D y ANOLEA hay regiones que
tienen una baja probabilidad de estar correctamente plegadas (ver tabla S3), pero
en el momento en que se realizd la crio-microscopia elecirnica estaban
estructuradas de esa manera. Es probable que las bajas probabilidades se deban a
los algoritmos utilizados, ya que éstos fueron parametrizados con estructuras
provenientes de proteinas globulares (Bowie y col, 1991; Melo y Feytmans, 1998),
es decir, no con proteinas que se encuentran interactuando con membranas, como
es el caso para la region troncal de la proteina de fusion del virus Dengue. Por otra
parte, todos los &ngulos de Ramachandran se encontraron en zonas permitidas
segin RAMPAGE (ver tabla $3). Al comparar la estructura después de la dinamica
molecular, se observa que ésta se conserva, es decir, tanto H1 como H2 son
estables en el tiempo de la simulacion y se mantienen, validando asi la

reconstruccion realizada (dato no mostrado).

Esta estructura generada se utilizd como patrén para modelar la probable region
troncal de ANDV Ge. Al alinear las secuencias de ANDV Gc con la de virus Dengue,
se obtuvo un 24,5% de similitud (ver figura S3). Este es un porcentaje bajo para
realizar modelamiento por comparacion aunque todas las proteinas de fusion de
clase Il poseen una estructura muy conservada a pesar de poseer secuencias
aminoacidicas diferentes (Kielien, 2008). Ademas, la conservacion es similar a la
utilizada para modelar el ectodominio de Gc de ANDV, el cual fue de un 24,4%

(Tischer y col, 2005).

Los 10 mejores modelos obtenidos mantenian las dos hélices: H1 y H2. H1 abarca

de Hisd13-Tyrd29 y H2 de Thr437-Asn456 (dos de los mejores modelos se
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muestran en la figura 4a y 4b. Ver tabla S$1). H1 se une al ectodominio, mientras
que H2 al segmento transmembrana. Ambas hélices se encuentran conectadas por
una vuelta en la cual se encuentran dos prolinas (P434 y P435) y glicina G432. Esta
vuelta esta compuesta de siete residuos, seis de los cuales se encuentran
conservados en todo el género Hantavirus (ver alineamiento figura 3). Al analizar
los modelos con RAMPAGE se encontré que en promedio, el 98,8% de los residuos
se encontraba en angulos permitidos y s6lo un 1,2% con angulos no permitidos (ver
tabla S3). Con Verify3D y ANOLEA se encontraron resultados similares a los
obtenidos con la reconstruccién de la region troncal del virus Dengue, regiones con
baja probabilidad de encontrarse formando ese tipo de esfructura (ver tabla $3).
Esto era esperable, puesto que si el patrén del cual se partid fenia este
comportamiento, los modelos obtenidos a partir de éste, lo mas probable es que
también lo tengan. Al analizar las estructuras después de la dinamica molecular se
observé que se mantienen tanto H1 como H2, es decir, ambas hélices fueron
estables (ver figura 4). Mas aun, al igual que para la estructura de la regién troncal
del virus Dengue, se observa que ambas hélices son capaces de moverse una

respecto a la otra, indicando [a alta flexibilidad de ésta region.

La segunda estrategia utilizada para analizar in silico la estructura de la probable
regién troncal de ANDV Gc consistio en realizar Threading usando diferentes
servidores disponibles en ia red. No se obtuvieron resultados significativos al
analizar la regién troncal completa de ANDV Gc porque todos los modelos
obtenidos no poseian un Z-score superior al valor de corte (cut-off) del programa
(datos no mostrados), puesto que no existe ninguna proteina con un grado alto de
simifitud significativa en Profein Data Bank. Al analizar independientemente [as

regiones definidas con anterioridad H1 (H413-Y429) y H2 (T437-N456) se
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encontraron resultados con una mayor significancia con el servidor LOMETS (ver
tabla S2). De los modelos obtenidos, 3 modelos para H1 poseen estructura
helicoidal, mientras que dos para H2. Pero sélo un modelo de H1 y H2 son vélidos
seguin el Z-score del programa utilizado. El modelo para H2 era mayoritariamente
helicoidal, mientras que el de H1 también era helicoidal, pero en menor grado que
el de H2. Estos modelos fueron sometidos a dinamica molecular. Nuevamente, la

estructura helicoidal se mantenia después de la simulacion (ver figura 5).

En conjunto, los andlisis in silico de la estructura de la probable region troncal de
ANDV Gc indican que es posible que ésta se encuentre formada por dos hélices «:
H1 y H2, diferente a lo que se obtiene usando algoritmos de prediccion de

esfructura secundaria.

Dicroismo circular

Para determinar experimentalmente la estructura secundaria de la probable region
troncal de ANDV Ge y para validar el analisis realizado in silico, se sintetizaron tres
péptidos: Ge¢St, que corresponde a la probable regién troncal completa mientras
que los péptidos GeSt H1 y GeSt H2 corresponden a las regiones definidas como
H1 y H2 en el modelamiento por comparacion. Se determind el contenido de
estructura secundaria de cada uno de los péptidos mediante dicroismo circular.
Para cada uno de ellos se realizé una titulacion con TFE, un agente inductor de
plegamiento. Los espectros obtenidos se muestran en la figura 6. Para todos los
péptidos se observa que la intensidad de la sefial se incrementa cuando se usan
conceniraciones crecientes del cosolvente TFE. Este compuesto [limita [a
accesibilidad de las moléculas de agua a la superficie del péptido, favoreciendo la

formacion de puentes de hidrégeno inframoleculares por sobre las interacciones
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intermoleculares con moléculas de agua, promoviendo asi la formacion de
estructura secundaria (Roccatano y col, 2002). Por lo que €l incremento de la sefial
observado corresponde probablemente a un aumento en el contenido de estructura

secundaria.

Para GcSt H2 se observa un espectro caracteristico de hélice a (figura 6b), con
minimos en 208 nm y 222 nm. Para los otros dos péptidos se observa un minimo
cercano a 208 nm. Se observa un segundo méximo cercano a 222 nm con GcSt
cuando la concentracién de TFE fue de 70% (ver figura 6c), indicando que el

contenido de estructura helicoidal se ha incrementado.

Los espectros fueron deconvolucionados para estimar el contenido de estructura
secundaria. Los resultados de la deconvolucién muestran que los tres peptidos
analizados poseen un alto contenido de hélice a (figura 7 y tabla S4) y que éste se
incrementa a la par cuando se aumenta la concentracion TFE. En solucidn acuosa,
el contenido helicoidal es alto (entre 60% y 69%) lo cual indica la alta tendencia de
los péptidos a estructurarse formando hélices a y que no es un artefacto debido al
uso del TFE. En presencia de 70% de TFE el contenido helicoidal aumenta de

entre 72% y 91% en GeSt H1 y GeSt H2, respectivamente.

Usando DC, se ha demostrado experimentalmenie que pépiidos que abarcan
diferentes regiones de la probable regi6n troncal de Ge poseen un alto contenido
helicoidal. Ademés, se concluye de estos resultados que la regién correspondiente
a H2 posee mas estructura helicoidal que la region correspondiente a H1. Del
espectro de dicroismo circular obtenido para GeSt no se puede afirmar que esta
formado por dos hélices a, pero debido a que dentro de la secuencia que conecta

las regiones H1 y H2 se encuentran dos prolinas (P434 y P435) y una glicina
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(G432) es muy probable que cualquier estructura secundaria se romperia en esta
posicién, mas aun, estos residuos se encuentran altamente conservados en el
género Hantavirus (ver figura 3). Esta informacién junto con la informacion de que
los péptidos GeSt H1 y GeSt H2 poseen independientemente un alto contenido
helicoidal refuerza la idea de que la probable region troncal de ANDV esta

conformada por dos hélices a independientes.

En resumen, se ha encontrado que ia probable region troncal de ANDV Gc posee
una estructura con alto contenido helicoidal al igual que lo descrito para regiones
troncales de otras familias virales (tanto de clase 1, 1l y IlI), con lo cual se ha
comprobado la primera parte de la hipotesis planteada. Ademas validan la

aproximacion usada de modelamiento molecular para determinar la estructura.

Analisis fisicoquimico de la regién troncal de ANDV Gc

Para determinar si la distribucién de los residuos dentro de las regiones H1 y H2
poseen un patrén fisicoquimico particular, estas se representaron en forma de
rueda. Para GeSt H2 se encontré que una cara es mucho mas apolar gue la otra
(ver figura 8b), por lo que podria tratarse de una hélice anfipatica. Mas aln, posee
dos lisinas en la interfase polar- apolar de la hélice, lo cual es sustentado por la
teoria del “snorkel” de hélices anfipaticas (Mishra y col, 1994), la cual afirma que la
cadena lateral de la lisihna es capaz de interactuar tanto con las colas
hidrocarbonadas apolares como con las cabezas polares de los fosfolipidos. De
esta forma, hélices anfipéticas que poseen lisinas en esta posicion (clase A) tienen
una mayor afinidad a los fosfolipidos (Segrest y col, 1990). Ademas, las

proyecciones indican que GeSt H2 posee dos triptéfanos orientados hacia [@ misma
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direccion (ver figura 8b), que tienden a localizarse en la interfase de membrana
(interfase entre las colas apolares y las cabezas polares de los fosfolipidos) debido
a su planaridad (Kelkar y col, 2006).

Por otro lado, para GeSt H1 no se observa esta distribucion diferencial de residuos
(ver figura 8a). El mismo andlisis se realizo con la proteina E del virus Dengue a
modo de comparacién, encontrandose que la region correspondiente a H2 también
posee una cara mucho mas apolar que [a otra; pero a diferencia de H2 de ANDV,
ésta no posee lisinas en la interfase polar-apolar de la hélice (ver figura 8d). Parala
region H1, a diferencia de lo que ocurre en Ge H1, tambien se observa una cara
mas apolar que la otra, aunque es de menor tamafio que la de H2 del virus Dengue

(ver figura 8¢c).

Para analizar la tendencia de la regién troncal de localizarse en la interfase
membranafagua se utilizé la escala de hidrofobicidad interfacial de Wimley & White
(1996). Con esta es posible calcular la energia libre de fransferencia de un
segmento aminoacidico de transferirse de agua a interfase de agua/membrana.
Valores con energia libre negativa representan que dicho segmento tiende a
localizarse en interfase. Esta escala difiere de las escalas clasicas de hidrofobicidad
las cuales consideran la transferencia desde agua a octanol. L.a escala de octanol
sirve para predecir segmentos transmembranas, es decir, regiones que atraviesan
la bicapa y que se localizan en un medio completamente apolar. Se observa que ia
regién correspondiente a H2 tanto de ANDV Gc como de la proteina E del virus
Dengue se localizarian en interfase (ver figuras 9a y 9c), dado que tienen valores
de energia libre negativos. No se predice lo mismo para las regiones
correspondientes a H1 de Gc ni de E. Esta tendencia también es favorable para el

segmento fransmembrana. Ahora bien, st se compara la energia usando la escala
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de transferencia a octanol (ver figuras 8b y 8d), no se observan valores negativos
para la region troncal de Gc ni de E, sélo para los segmentos transmembrana.

Resumiendo, se predice que GeSt H2 podria corresponder a hélice anfipética que
se localiza en interfase de membrana/agua. No es posible afirmar lo mismo para

GeSt H1.

Interaccion de la region troncal de ANDV Gc con membranas modelos

Para determinar si la regién troncal de ANDV Ge interactia con membranas, se
realizé un ensayo de coflotacion de péptidos analogos de la esta regiéon con
liposomas en un gradiente de sacarosa. Para medir la densidad de las fracciones,
se cargb un gradiente sin muestra; como se esperaba, las fracciones superiores
tienen una densidad menor, mientras que las mas densas corresponden a las
inferiores (ver tabla S5). En los ensayos, todas las fracciones fueron analizadas
para determinar la presencia de los liposomas (mediante fluorescencia de DPH) y la
presencia de los péptidos (mediante acoplamiento a biotina). En todos los casos la
fluorescencia del DPH se encontré mayoritaﬁamente en las fracciones superiores,
lo cual indica que efectivamente los liposomas flotaron a fracciones de menor
densidad (ver tabla S6).

Para los tres péptidos correspondientes a la region troncal de ANDV Ge: GeSt H1,
GcSt H2 y GeSt en ausencia de liposomas, estos se localizaron en las fracciones
inferiores de mayor densidad (ver figura 10 a-c respectivamente). Al incubar [os
péptidos con liposomas, en los tres casos, los péptidos cofiotaron a fracciones de
menor densidad, indicando que [os péptidos analogos de la probable region troncal
de ANDV Gc son capaces de interactuar con membranas modelos (ver figura 10 e-
g). En los tres casos, no todo el péptido se localizo en las fracciones de menor

densidad, sino gran parte se localizé también en las fracciones mas densas. Esto
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indica que la interaccian de los péptidos con los fiposomas no era completa bajo las
condiciones experimentales utilizadas, lo cual puede deberse a una saturacion de
liposomas, o bien, a la existencia de un equilibrio entre péptido unido a liposomas y
péptido libre.

Estos resultados son vélidos puesto que el control negativo utilizado (N1), un
péptido de 40 residuos del extremo N-terminal de la nucleoproteina de ANDV, no
coflota a fracciones superiores al ser incubado con liposomas, sino que permanece
en fracciones inferiores (ver figura 10 g-h). Por lo tanto, la coflotacion observada
corresponde al comportamiento particular de los péptidos analogos de la probable
regién troncal de ANDV Ge.

En resumen, la probable regién troncal de ANDV Gc es capaz de interactuar con
membranas modelos, afirmando de esta forma la hipotesis planteada bajo las

condiciones experimentales.
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Andes virus
Puumala virus
Tula virus
Laguna Negra virus
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Figura 3. Alineamiento miiltiple de regiones troncales conocidas y predichas de tres
géneros virales con proteinas de fusién clase Il. (A) Genero Hantavirus. (B) Género
Alphavirus. (C) Género Flavivirus. La regién troncal de los hantavirus posee 44 residuos, la
de los virus alpha 29 residuos y la de los flavivirus 53 residuos. La conservacion se muestra
debajo de cada alineamiento. Siendo * un residuo idéntico en todas las secuencias
analizadas. De color amarillo se muestran los residuos mas conservados mientras que los
menos conservados de color café.




Figura 4. Modelos tridimensionales de la probable region troncal de ANDV Gc obtenidos
mediante modelamiento por comparacién con la regién troncal de DENV E. (A) y (B)
corresponden a dos de los mejores modelos obtenidos. (C) y (D) corresponden a los modelos A
y B respectivamente después de una simulacién por dinamica molecular. Notese que mantienen
la estructura helicoidal y que las hélices son capaces de moverse una respecto a la otra.

c

: . B )

Figura 5. Modelos tridimensionales de las regiones H1 y H2 de la probable regién troncal
de ANDV Gc obtenidos por Threading. (A) Modelo de H1. (B) Modelo de H2. (C) y (D)
corresponden respectivamente a A y B después de la dinamica molecular. Notese que se
mantiene la estructura helicoidal y que H2 es mas helicoidal que H1. Modelos se obtuvieron
usando el servidor LOMETS
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Figura 6. Espectros de dicroismo circular de péptidos analogos a la probable region
troncal de ANDV Gce. (A) GeSt H1. (B) GeSt H2. (C) GeSt. Se representa la elipticidad residuo
promedio versus la longitud de onda. Se realizé una titulacion con agente inductor de
plegamiento TFE para cada uno de los péptidos. Nétese como se incrementa la sefial con
concentraciones crecientes de TFE. En el caso de GcSt sélo se pudo medir hasta 195 nm.
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Figura 7. Contenido de estructura secundaria de péptidos analogos a la probable regién
troncal de ANDV Gec. (A) GcSt H1. (B) GeSt H2. (C) GeSt. Cada espectro de DC se
deconvolucioné usando los algoritmos CONTIN/LL, CDSSTR y SELCON3 con diferentes bases
de datos. Notese el incremento del contenido helicoidal cuando la concentracion de TFE se
incrementa.
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Figura 8. Representacion en rueda de las hélices de la probable regi6n troncal. (A) GeSt
H1. (B) GeSt H2. (C) Dengue H1. (D) Dengue H2. Residuos se muestran en su representacion
de una letra con un tamafio proporcional a su volumen. Residuos amarillos = apolares.
Residuos azules = cargados positivamente. Residuos rojos = cargados negativamente.
Residuos purpuras = polares sin carga. Alaninas y glicinas se representan de color gris.
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Figura 9. Hidrofobicidad de regiones troncales y transmembranas predichas y conocidas
de ANDV Gc y DENV E. (A), (C) Hidrofobicidad interfacial W&W. (B), (D) Hidrofobicidad
clasica. Ay B corresponde a ANDV Gc, mientras de Cy D a DENV E. TM = segmento
transmembrana. La proteina E posee dos segmentos transmembrana, mientras que Gc sélo
uno.
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Figura 10. Coflotacién de péptidos con liposomas. (A) GcSt H1 solo. (B) GeSt H2 solo. (C)
GcSt solo. (D) N1 solo. (E) GeSt H1 mas liposomas. (F) GeSt H2 mas liposomas. (G) GeSt mas
liposomas. (H) N1 mas liposomas. Se incubaron péptidos con o sin liposomas y se realizé un
gradiente de sacarosa. Después de la ultracentrifugacién los componentes se localizan de
acuerdo a su densidad. Liposomas flotan a fracciones superiores, mientras que los péptidos se
localizan en las fracciones inferiores. Si ocurre interaccion el péptido coflota a fracciones
superiores. En la membrana se cargaron las fracciones completas desde la primera fraccion
(fraccion 1: menos densa, esquina superior izquierda) hasta la dltima fraccion (fraccion 23: mas
densa, esquina inferior derecha). El tiempo de exposicién del revelado varia entre los diferentes
experimentos, por lo que las comparaciones deben hacerse sélo entre el mismo péptido y no
entre péptidos.
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DISCUSION

La comprension del mecanismo de entrada de virus patogénicos a la célula
hospedera es de crucial importancia para el desarrollo de drogas antivirales que
permitan el tratamiento de la enfermedad. En la bicapa lipidica de virus envueltos
se encuentran las glicoproteinas virales, las cuales tienen dos funciones: unién al
receptor, mediante las cuales el virus se une a las células blanco y, en segundo
lugar, la fusién de la membrana viral con la membrana de la célula hospedera. De
ésta forma, el estudio de la estructura y funcion de la glicoproteinas virales entrega
informacion para el desarrollo de inhibidores de fusion.

Muchos virus de la familia Bunyaviridae causan infecciones zoonoticas emergentes
en humanos. Hantavirus corresponde al género con mayor nimero de miembros
dentro de esta familia. Mas de 150.000 casos de infecciones por hantavirus son

reportadas anualmente, con una mortalidad que llega hasta el 40%.

En este trabajo se ha caracterizado la probable regién troncal de la proteina de
fusion Gc del virus Andes, hantavirus patogénico endémico en Chile y Argentina;
describiéndose su estructura e interaccidon con membranas. Hasta la fecha,
corresponde al Gnico trabajo sobre la region troncal de proteinas de fusién de la

familia 'Bunyaviridae.

En Gc se identificé tedricamente la region troncal como la region de 44 residuos
que conecta el ectodominioc con el segmento transmembrana. Esta se encuentra
altamente conservada en todo el género Hanfavirus (80% similitud). El largo de la
region difiere al compararlo con el de otras proteinas de fusién clase Il, siendo
intermedio entre alphavirus (~30 residuos) y flavivirus (~50 residuos), pero su grado

de conservacién es mayor que en los otros géneros analizados. Esta observacion
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podria indicar que esta region posee una funcién importante dentro del proceso de
fusion de hantavirus mediado por Gc.

Se realizo un estudio in sifico de la estructura de la probable regién troncal de
ANDV Ge. Inicialmente se predijo que estaba formada por dos hojas § cortas al
extremo C-terminal y el resto era desestructurado, lo cual era completamente
diferente a lo descrito para otras familias virales, donde se ha descrito que la region
troncal posee un alto contenido helicoidal. Esta discrepancia motivé a realizar un
hacer un estudio estructural mas exhaustivo utilizando modelamiento molecular.
Los resultados obtenidos con el modelamiento, si bien no son completamente
concluyentes, muestran que es posible que la probable regién troncal de ANDV Ge
se encuentre formada por dos hélices a, como en el caso de DENV E. Los modelos
obtenidos por comparacién indicaron una baja probabilidad de estar correctamente
plegados. Lo mismo ocurrié con el patrdon usado para construir los modelos
(reconstruccién de la region troncal de DENV E tomado de una crio-microscopia
electrénica), por lo que tampoco se pudo derivar conclusiones definitorias de éste.
De ésta forma se decidié a aplicar una corta dinamica molecular para validar los
modelos. Si bien, la dinamica mo[ecular fue de 100 ps, sirvié para observar que la
estructura principal se mantenia estable en ese tiempo de simulacion, es decir, en
el caso de los modelos realizados por comparacion, [as dos hélices se mantenian.
La segunda aproximacién consisti6 en realizar Threading. Sélo al analizar
independientemente las regiones definidas como H1 y H2 se encontraron
resultados vélidos. El modelo confiable de H2 consistid en una estruciura
completamente helicoidal, mientras que el modelo valido de H1 también era
helicoidal, pero en menor grado que el modelo de H2. Para analizar estos modelos,
se sometieron a la misma dindmica molecular y se observo que la esti:uctura se

mantenia, es decir, la hélice a no se desestructuraba en el tiempo de la simulacion.
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No se encontraron modelos vélidos que poseyeran la estructura que predicen los
algoritmos de prediccion de estructura secundaria (NPS@).

En base a este analisis in silico de la estructura de la probable regién troncal de
ANDV Gc se sintetizaron péptidos sintéticos y se determind experimentalmente el
contenido de estructura secundaria.

Los resultados obtenidos por dicroismo circular muestran que la region troncal de
ANDV Gc posee un alto contenido helicoidal tanto en solucion como con el agente
inductor de plegamiento TFE. Dicroismo circular es una herramienta ampliamente
utilizada para determinar la estructura de péptidos sintéticos y mediante este
analisis se puede extrapolar a la estructura que poseeria dicha region dentro de la
proteina. Por otra parte, TFE ha sido ampliamente usado como cosolvente para
determinar la estructura de péptidos pequefios en solucién (Blanco y col, 1994;
Mufioz y col, 1995; Jimenez y col, 1999), por lo que los resultados obtenidos son
extrapolables a la estructura que poseeria la regién troncal de ANDV Gc dentro de

la proteina.

En resumen, usando diferentes aproximaciones se ha demostrado que la probable
region troncal de ANDV Gc esta compuesta por dos hélices o (H1 y H2) conectadas
por una vuelta muy conservada. Estos resultados concuerdan con la estructura
descrita para ofras proteinas virales de fusién, como la proteina E del virus Dengue
(Zhang y col. 2003) y de TBEV (Allison y col. 1999), Ia proteina gp41 del VIH

(Schilibi y col. 2001) y la proteina G de VSV (Robinson y Whitt, 2000).

Asf, una caracteristica comun de regiones troncales de proteinas de fusion, tanto de
clase |, Il y Il! es su alto contenido de estructura helicoidal. La implicancia funcional
de esto aun no se conoce, pero se postula que la estructura helicoidal permitirfa la
flexibilidad necesaria que debe poseer esta region para permitir el gran

reordenamiento que sufre el ectodominio al activarse. En el caso de proteinas de
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fusién clase |1, el dominio il con la region troncal se mueve hasta 40 A (ver figura
2). En el estado pre-fusion, la regién troncal se encontraria “acostada” sobre la
membrana viral, interactuando con ésta; mientras que en el estado post-fusion, la
regién troncal se saldria de la membrana y se extenderia a lo largo del ectodominio,
permitiendo que el desplazamiento del dominio [Il ocurra. La flexibilidad de [a region
troncal es ejemplificada en la dinamica molecular realizada a los modelos hechos
por comparacion (ver figura 4), en los cuales se observa que las dos hélices son
capaces de moverse entre si, ya que la vuelta que los conecta les permite esta

flexibilidad.

Por ofra parte, usando ensayos de coflotacién de péptidos con liposomas se
encontré que tanto péptidos analogos a la probable region troncal completa (GeSt)
como péptidos analogos a la regién H1 (GeSt H1) y H2 (GeSt H2) interacttan con

membranas modelos. Pero no asi el péptido utilizado como control negativo (N1).

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis confirman la hipdtesis
planteada, ya que se demostré experimentalmente que la probable regién troncal
de ANDV Gc posee un alto contenido helicoidal y ademés es capaz de interactuar

con membranas modelos.

Esta tesis ejemplifica que el trabajo con péptidos anélogos es una aproximacion
vélida y util para caracterizar una regién dentro de una proteina, puesto que permite
determinar caracteristicas biofisicas (como estructura e interaccion con
membranas) de una forma mucho mas sencifla que si se trabajara con la proteina
completa, ya que en este caso, sélo técnicas de mayor complejidad (como
cristalografia de rayos X o crio-microscopia electronica) permitirian determinar la

estructura de una regioén dentro de la protefna.
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La regién definida como H2 de Gc corresponde a una hélice anfipatica con
tendencia a localizarse en la interfase de agua/membrana capaz de interactuar con
membranas modelos en ensayos in vitro. Esto concuerda con la region H2 de la
proteina E de DENYV, la cual también consiste en una hélice anfipatica y se localiza
en interfase de membrana (Zhang y col, 2003), encontrandose “acostada” en esta.
Por ofra parte, H1 de ANDV Gc no es una hélice anfipatica y no tiende a localizarse
en interfase de membranas, pero si es capaz de interactuar con membranas
modelos en ensayos in vitro. El mismo patron se encuentra para la regién H1 de
DENV E, donde esta hélice se inclina insertando una parte en la membrana viral

(Zhang y col. 2003).

Existen caracteristicas comunes entre H2 del virus Dengue y Andes con el
segmento pre-transmembrana (o troncal) de [a proteina gp41 del virus VIH que
corresponde a una profeina de fusion clase | ampliamente estudiada. El segmento
pre-transmembrana de gp41 forma una hélice de 19 residuos de largo, 5 de [os
cuales son triptéfanos. Por su parte, H2 de ANDV Gg tiene 20 residuos de largo y
posee 2 triptéfanos y dos fenilalaninas. El segmento pre-transmembrana de gp41
ha sido propuesto como una regién altamente flexible que mantiene alejado el
ectodominio de la membrana viral, evitando de esta forma, fusién con [a misma
membrana. Ademas, esta regidn es accesible a anticuerpos monoclonales
neutralizantes contra el virus (Zwick y col. 2001). Estudios biofisicos han
demostrado que se localiza en la intefase de membranas y puede perturbar la
arquitectura de la bicapa (Suarez y col, 2000). Mas atin, peéptidos analogos a esta
regidon son capaces de inhibir la fusién de membranas mediada por gp41 (Saéz-
Ciridn y col. 2003). Estudios son necesarios para determinar si la region troncal de

G posee caracteristicas similares.
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Otra pregunta que surge de este andlisis es el rol de la region correspondiente a
H1, puesto que si virus como VIH sdlo poseen una region similar a H2 y no poseen
una region similar a H1, gcual es la importancia funcional de la region H1 descrita
para flavivirus y ahora para los hantavirus? Mayores estudios para determinar esto

SON necesarios.

Las membranas bioldgicas son muy dinamicas debido a un continuo
remodelamiento al interior de la célula. Procesos tales como la formacion de
vesiculas intracelulares y la fusién de éstas con su blanco requieren que existan
mecanismos moleculares que permitan la perturbacion de membranas, como
también la subsecuente fusion de ellas. Este remodelamiento de membranas se
logra por una comunicacién entre los lipidos y proteinas. Tanto virus como células
eucariontes han desarrollado mecanismos para la perturbacién, fisidn y fusién de
membranas. La fusion de vesiculas intracelulares mediada por el complejo de las
proteinas SNARE es muy similar al proceso de fusiébn mediado por proteinas de
fusion virales (clase i, Il y lll}: acercamiento inicial de las membranas, cambics
conformacionales de las proteinas participantes, hemifusion de las membranas,
teminando con la fusién de ambos compartimentos.

Si se considera la formacidn de una vesicula a partir de una bicapa précticamente
plana, deben existir estructuras que funcionen coordinadamente para curvar la
membrana, permitiendo la fision de ésta. Este rol es llevado a cabo por proteinas de
cobertura como clatrina, COPI y COPII, en conjunto con proteinas accesorias como
epsinas. Epsinas poseen un dominio conservado en organismos tan diversos como
levaduras, plantas y humanos, denominado dominio epsina homélogo N-terminal
(ENTH} (revisado en Legendre-Guillemin, 2004). ENTH estd compuesto por 8

hélices .a; cuandao entra en contacto con membranas, se une a ésta y una nueva
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hélice aparece (a0) (Ford y col, 2002). La unién a membrana y la aparicion de a0 se
realiza en forma coordinada. a0 es una hélice anfipatica de 12 residuos, la cual es
capaz de inducir la formacion de curvatura de membrana en ensayos con
membranas modelos (Ford y col, 2002). De esta forma favorece la deformacion de
la membrana, reduciendo la energia necesaria para formar una vesicula.

Un mecanismo molecular similar podrian usar las proteinas de fusién virales, es
decir, serian capaces de inducir curvatura de membrana, disminuyendo de esta
forma el costo energético de fusionar dos bicapas lipidicas. Es sabido que e}
péptido de fusion al insertarse en la membrana bianco la perturba, disminuyendo de
esta forma el costo energético de la fusion. Basado en esta informacién surge la
pregunta si, ¢la membrana viral no sufre ninguna perturbacion? Postulamos que la
region troncal podria inducir curvatura de membrana en ésta, mediante un
mecanismo similar al que lo hacen las proteinas epsinas en la formacién de una
vesicula, es decir, mediante la insercion de una hélice anfipatica en la membrana.
Este seria un mecanismo comuin para las regiones troncales y explicaria el alto
contenido helicoidal, su caracter anfipatico y su tendencia a localizarse en interfase
de membrana descrito en diferentes familias virales.

Mas alin, cuando el virus madura debe salir de la célula hospedera, por lo que debe
periurbar la mayoritariamente plana membrana celular para lograr que se libere [a
particula viral. De ésta forma, la region troncal podria ademas ayudar a la fision de
las membranas durante el budding del virus, lo cual concuerda con lo descrito por
Salzwedel y col (1999), donde mutantes de la region troncal del virus VIH poseen

un ensamblzaje deficiente de particulas virales.
¢ Cual es el rol que juega la regidn troncal en el proceso de fusién de membranas?
Es la pregunta que hay que responder ahora. Sabemos que interactia con

membranas, pero jes esta interaccién necesaria para que ocurra la fusién? 4O es
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s6lo una region flexible que funciona como linker entre el ectodominio y el
segmento transmembrana? Si la region troncal es una regién funcional dentro de la
proteina de fusién Gc, debe ayudar al proceso de fusion de membranas. Mayores

estudios san necesarios para demostrar esto.
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CONCLUSIONES

e Se logré identificar tedricamente la region troncal de ANDV Gc,
encontrandose que posee 44 residuos, 6 de los cuales son residuos
aromaticos y se encuentra altamente consetvada dentro del genero

Hantavirus.

e Usando diferentes aproximaciones se demostré que la region troncal de
ANDV Gc esta compuesta por dos hélices a (H1 y H2) interconectadas
por una vuelta flexible. Esto concuerda con lo descrito para regiones

troncales de otros géneros virales.

e Se demostro que la region troncal de ANDV Gc es capaz de interactuar
con membranas modelos, tanto la regién completa como las regiones
correspondientes a H1 y H2. Esto concuerda con lo descrito para la
proteina E del virus Dengue. Ademas se predijo que la region H2
corresponde a una hélice anfipatica que se localiza en la interfase de

membrana.

* Se ha comprobado la hipotesis planteada, es decir, la regién troncal de
ANDV Gc posee un alto contenido helicoidal y es capaz de interactuar

con membranas.
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PROYECCIONES

e Se ha demostrado que la region troncal de ANDV Gc interactlia con
membranas. Ahora se analizara si ésta interaccion posee un efecto en la
membrana, ya que si la region troncal corresponde a una region funcional
dentro de la proteina de fusién, debe ocasionar esirés elastico en la
membrana. Como continuacion de este trabajo se planea estudiar si los
péptidos andlogos a la probable regién troncal de ANDV Gc son capaces
de cambiar la forma de liposomas y si son capaces de cambiar la

viscosidad interna de éstos.

e FEl estudio estructural realizado en esta tesis so6lo contempla la
caracterizacién de la estructura secundaria de la regién troncal de ANDV
Ge. El obtener la estructura fridimensional de ésta region es el siguiente
paso, lo cual puede ser realizado aplicando resonancia magnética

nuclear a los péptidos andlogos descritos aqui.

e Dada las caracteristicas fisicoquimicas particulares que posee esia
region (alto contenido helicoidal, rico en residuos aromaticos y alia
hidrofobicidad interfacial) se planea analizar si estas caracteristicas son o
no necesarias para el proceso de fusion de membranas, o si solo se
requiere que la regién troncal posea un largo determinado. Para esto,
diferentes mutantes de la region troncal de ANDV Gc se disefiaran y se

analizara la capacidad de éstas para fusionar membranas.
/
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Como se menciond anteriormente péptidos andlogos de la region pre-
transmembrana de la proteina gp41 de VIH y de flavivirus son capaces
de inhibir la fusién de membranas. Se determinara si los péptidos
analogos de la probable regién de troncal de ANDV Gc son capaces de

inhibir la fusién de membranas mediada por Gc.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

TMHMM posterior probabilities for Sequence

08

0B

probability

04}

02

50 100

transmembrane

150 200 250

inside

300

350

400 450

outside

Figura S1. Identificacion teérica del segmento transmembrana de ANDV Gc utilizando TMHMM. En
rojo se muestra la Unica secuencia predicha como transmembrana, la cual abarca desde V457 a P478.
Segun este andlisis Gc poseeria una cola C-terminal de 8 residuos: R480 a V487.
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Figura S2. Predicciones de estructura secundaria de regiones troncales de Gc de distintos
hantavirus. Se muestran las predicciones consenso utilizando 8 diferentes algoritmos para cada

secuencia viral. h = hélice a. e = hebra B. c= desestructurado. ? = no existio consenso para ese residuo.
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Figura S3. Alineamiento entre la region troncal de la proteina de fusion E de DENV y la region
equivalente de ANDV Gc. Este fue utilizado para el modelamiento por comparacion de la regién troncal
de Gc. La similitud de los residuos se muestra con la intensidad del color, correspondiendo a un 24,5%.

52




Puntaje
Modelo | DOPE

W o ~NaO ;b WN -

-
(=]

-2633,6
-2632,4
-2627
-2621,4
-2549,4
-2527.4
-2519,6
-2482,3
24443
-2479,4

Tabla $1. Resultados del modelamiento por comparacién, Se muestran los 10 mejores modelos
obtenidos de Modeller ordenados segin su puntaje DOPE.

Z-
Modelo | Patrén  Cobertura  score  Similitud Programa Confianza | Observacién
8425-Y429
1 1ubdc2 1 8.940 0.235 SP3 Alta hélice a
Q422-Y425
2 3btpb 0.941 6.546 0.250 SPARKSZ Baja hélice a
F420-D426
3 hs2f49¢ 1 3.990 0.294 FUGUE Baja hélice a
1p4xA 1 8.977 0.353 SAM-T02 Baja Desestructurado
ix8y A 0.705 B8.735 0.417 HHsearch Baja Desestructurado
Z-
Modelo | Patrén  Cobertura score Similitud Programa _Confianza Observacion
F438-L453
1 2fvzA1 1 10.951 0.100 SAM-TO2 Alta hélice
F438-L453
2fvzA 1 9.133 0.100 SAM-T02 Baja hélice a
1ggma 0.9 7.277 0.167 SP3 Baja Desestructurado
K439-F442,
Wa48-G451
4 2bibA5 0.8 8.855 0.222 PPA-| Baja hoja B
W441-Fa42,
W448-L449
5 _1gIoi 0.95 6.143 0.316 SPARKS2 Baja hoja B

Tabla 52. Resultados del modelamiento por Threading usando el servidor LOMETS, (A) usando
la secuencia correspondiente a H1 de ANDV Gc como entrada. (B) usando la secuencia
coirespondiente a H2 de ANDV Go como entrada. LOMETS es un servidor que realiza threading
usando diferentes programas, por lo que el Z-score no es comparahle entre los diferentes programas.
3 modelos para H1 poseen estructura helicoidal, mientras que dos para H2, Sélo un modelo de H1 ¥
H2 es vdlido seglin el Z-score del programa utilizado.
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Modelos de
Recanstruccion ANDV Gc: Modelos de
region troncal de comparacion ANDY Gc:
DENV E con DENV E Threading |
RAMPAGE
% residuos en region
favorecida 95,8 93,9 100
% residucs en regién permitida 472 49 0]
% residuos en olras regiones 0 1,2 0
ANOLEA,
% residuos con energfa
positiva 40 61,5 41,8
suma de energias positivas
(e/kT) 69,5 56,8 15,6
Verify3D
% residuos puntaje positivo 92,6 79,5 N.D.
% residucs puntaje negativo 7.4 20,5 N.D.

Tabla S3. Anélisis comparativo de los modelos fridimensionales obfenidos mediantes
diferentes métodos. Se comparan los resultados obtenidos para la reconstruccion de la regién
troncal de DENV E con el promedio de los resultados para los modelos de ANDV Gc obtenidos
mediante modelamiento por comparacién o Threading. Se analizaron los angulos de Ramachandran
con RAMPAGE, la energia de los residuos con ANOLEA y la estereoquimica de los residuos con
Verify3D. No fue posible analizar los modelos de Threading con Verify3D puesto que la secuencia era

demasiado corta.

A 0% TFE 10% TFE 30% TFE 50% TFE 70% TFE
Promedic D.E. | Promedio D.E. | Promedioc D.E. | Promedio D.E. |Promedic D.E.
Hélice a total 0,588 0,067| 0663 0,051 0,662 0,04 0,701 0,059 0,721 0,035
Hoja B total 0,133 0054} 0,089 0,035 0,152 0,021 0,07 0,028 0069 0,031
Vueltas 0,108 0,07 0,123 0,049| 0079 0,038| 0106 0045| 0,082 0,034
Pesestructurado 0,161 0,117 0,136 0,112 0,098 0,021 0,151 0,108 0,17 0,087
B 0% TFE 10% TFE 30% TFE 50% TFE 70% TFE
Promedic D.E. |Promedio D.E. !|Promedio D.E. | Promedio D.E. | Promedio D.E.
Hélice a total 0,693 0118| 0,697 0,08 0,746 0,084 0,909 0,08 0,91 0,167
Hoja B total 0,125 0,131 0,085 0,064| 0,053 0,046| 0,003 0,002| 0,008 0,005
Vueltas 0,073 0,03 0,061 0,067| 0069 0019 0,001 0,032| 0,002 0,045
Desestructurado 0,137 0,068 0,107 0,064 0,161 0,005 0,001 0,081 0,003 0,11
c 0% TFE 10% TFE 30% TFE 50% TFE 70% TFE
Promedio D.E. | Promedio D.E. | Promedio D.E. |Promedio D.E. | Promedio D.E.
Hélice a total 0,66 00s2| 0683 0098 0,728 0,067| 0,782 0,181 0,81 0,187
Hoja B total 0,1 0,051 0,1 0,048 0075 0,041 0,073  0,043| 0,061 0,038
Vueltas 0083 0038 0058 0039, 0,046 0037} 0058 0,056 0,059 0,051
Desestructurado| 0,138 0,072 0,143 0,073| 0083 0,071 0,098 0075| 0099 0,075

Tabla $4. Deconvolucién de espectros de dicroismo circular para péptidos de ANDV Ge. (A)
GeSt H1. (B) GcSt H2. (C) GeSt. Los valores corresponden a Ios resultados obtenidos por los
algoritmos CONTIN/LL, CDSSTR y SELCON 3 usando diferentes bases de datos, D.E. = Desviacion

Estandar.,
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Indice de Densidad
Fraccién refraccién {glcm®)
1 1,347 1,034
2 1,3492 1,0423
3 1,3523 1,0507
4 1,3579 1,06835
5 1,3614 1,0765
6 1,3655 1,0854
7 1,36 1,0854
8 1,368 1,0854
9 1,3669 1,0899
10 1,3672 1,0899
11 1,3672 1,0899
12 1,3672 1,0899
13 1,3672 1,0889
14 1,3676 1,0899
15 1,2368 1,0899
16 1,3674 1,0899
17 1,3674 1,0899
18 1,3675 1,0899
19 1,3675 1,08%9
20 1,369 1,0944
21 1,3737 1,1082
22 1,378 1,122
23 1,382 1,1318

Tabla §5. Densidades de las fracciones obtenidas posterior a la ultracentrifugacion. Se prepard
un gradiente sin muestra y se ultracentrifugo igual que los gradientes con muestras. A cada tna de las
fracciones obtenidas se midié el indice de refraccién. Usando valores tabulados se determiné la

densidad de la fraccion
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Fraccidn | GeStH1  GeStH2 GeSt N1
1 745 588 628 678
2 478 355 535 352
3 267 286 288 198
4 112 252 142 109
5 86 121 61 32
6 30 51 26 11
7 8 36 12 4
8 6 20 3 3
9 5 17 4 -1
10 -4 16 4 5
11 1 5 -2 -1
12 5 9 0 0
13 -1 13 3 -1
14 -1 11 0 0
15 -1 8 -3 ¢]
16 2 10 2 -1
17 -2 5 2 -1
18 5 6 1 0
19 3 5 1 0
20 1 3 1 0
21 3 5 0 -2
22 7 -5 -4 -1
23 2 12 7 -3

Tabla S6. Fluorescencia de liposomas marcados con DPH contenidos en fracciones obtenidas
posterior a ultracentrifugacion. A cada una de las fracciones obtenidas se midié la intensidad de
fluorescencia a 427 nm (maximo de emisién de DPH) para determinar en cuales fracciones se
localizaban los liposomas. A cada meditién se restd el valor cbienido de [a muestra sin liposomas. Las
preparaciones de liposomas difieren en todos los casos, por lo que no deben hacerse comparaciones

entre los diferentes péptidos.
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