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Resumen

Los Hantavirus son virus pertenecientes a la familia Bunyaviridae causantes
del Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH). Los primeros casos en
América se reportaron en el afio 1993 en los Estados Unidos, detectandose mas
de un centenar de casos con una letalidad del 30 al 40% causados por el virus Sin
Nombre. A partir de 1996 se han diagnosticado 370 casos de SCPH en Chile,
generados por el virus Andes. Hasta el momento no existe informacion sobre el
ciclo replicativo de este virus. Los objetivos de esta tesis fueron caracterizar la
sintesis in vitro de los RNAs y las proteinas del virus Andes, y evaluar el efecto de
antivirales en el ciclo infectivo. Se infectaron células Vero E6 con virus Andes con
un MOl de 0,1y 2,5 pfu, deteniendo la infeccion a distintos tiempos pi. La sintesis
y nivel de los RNAs virales se determind mediante RT-PCR y QC-RT-PCR,
respectivamente. La sintesis de las proteinas N, G1 y totales fueron evaluadas
mediante inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales y suero de
pacientes infectados. Se analizo el efecto de la Actinonomicina-D, Cicloheximida,
Puromicina, Ribavirina y Tunicamicina en infecciones con MOI de 0,1.

A un MOI de 0,1, las proteinas N y G1 fueron detectadas a partir de las 24 y
48 horas pi, respectivamente. EI RNA S se detectd a partir de las 18 y 48 horas pi
a nivel intracelular y extracelular, respectivamente. EI RNA M se detecto a partir de

las 48 horas pi simultaneamente en el intracelular y extracelular. A un MOI de 2,5

el RNA S se detect a partir de las 4 horas pi (9,25x10° copias totales) en el
intracelular, aumentando posteriormente hasta las 24 hrs pi (6,52x10’ copias). Los
RNA M y L se detectaron a partir de las 6 horas pi en las células (1,87x10°

copias), aumentando hasta las 24 hrs pi (8,17x10" copias). A las 24 horas pi hubo



s6lo deteccidon de los fragmentos M y L en el extracelular. La actinonomicina-D
afecto la sintesis de los RNA virales. La cicloheximida y puromicina retrasaron la
sintesis de los RNA y proteinas virales. La Ribavirina inhibio la sintesis de los RNA
y proteinas virales. Estos resultados demuestran que el virus Andes tiene una
cinética de sintesis de RNA y proteinas similares a otros Hantavirus. Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que el crecimiento in vitro de virus Andes seria mas
rapido del virus Sin Nombre. Los hallazgos muestran la utilidad de los antivirales
para estudiar diferentes etapas del ciclo replicativo viral, y el eventual uso como

estrategia terapéutica en pacientes infectados.



Summary

Hantaviruses are viruses belonging to the family Bunyaviridae that cause
Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome (HCPS). HCPS is produced by Sin
Nombre Virus that has been identified since the syndrome was first reported in the
United States in 1993, an hundred cases with a 30-40% mortality rate. In Chile,
370 cases of HCPS caused by Andes virus infection have been reported since
1996. There are not reports on the replication cycle of this virus until now. The
goals of this thesis were to characterize the in vitro synthesis of RNAs and proteins
of Andes virus, and to evaluate the effect of antiviral drugs in the replication cycle.
Vero E6 cells were infected with Andes virus at a multiplicity of infection (MOI) of
0.1 and 2.5, and then incubated during different times post-infection (pi). The
synthesis and level of the viral RNAs was detected by RT-PCR and QC-RT-PCR,
respectively. The synthesis of N, G1, and totals vral proteins were detected by
immunofluorescence assay with monoclonal antibodies and seropositive human
sera. The effect of Actinomycin-D, Cicloheximide, Puromycin, Ribavirin and
Tunicamycin was analyzed in infections with MOI of 0.1.

N and G1 proteins were detected at 24 and 48 hours pi at an MOI 0.1,
respectively. The S RNA was detected at 18 and 48 hrs pi in the cells and
extracelullar, respectively. The M RNA was detected simultaneously at 48 hrs pi in

the cells and extracelullar. The S RNA was detected at 4 hrs pi (9.25x10° copies) in

the cells at an MOI 2.5, and then it increased until 24 hrs pi (6.52x107 copies). The
M and L RNAs were detected at 6 hrs pi in the cells (1,87x10° copies), later these
increased until 24 hrs pi (8,17x10’ copies). M and L RNAs were only detected in

extracellular fraction at 24 hrs pi. Actinomycin-D inhibited the synthesis of viral



RNAs. Cicloheximide and puromycin delayed the synthesis of viral RNA and
proteins. The Ribavirin inhibited the synthesis viral RNA and proteins. These
results show that Andes virus has a similar kinetics of RNAs and proteins synthesis
than other Hantavirus. However, our results suggest that replication cycle of Andes
virus would be quicker than Sin Nombre virus. The findings show the useful of the

antiviral drugs to study different stages of the replication cycle, and the eventual

use as therapeutic strategy in infected patients.



Introduccién

Los hantavirus son virus que pertenecen al género Hantavirus y a la familia
Bunyaviridae. Estos virus estan distribuidos mundialmente en dos zonas
geogréficas: Euroasia y América. La infeccion viral en humanos produce dos
cuadros clinicos diferentes: Fiebre hemorragica con sindrome renal (HFRS) en
Europa y Asia y Sindrome Pulmonar (SPH) o Cardiopulmonar por Hantavirus
(SCPH) en las Américas. EI SCPH se compone de 4 etapas: el prodromo febril, la
fase cardiopulmonar que normalmente puede durar de 2 a 10 dias y presentarse
como una suave enfermedad caracterizada por el acortamiento de la respiracion y
la necesidad de suplementar oxigeno 0 hasta un severo Ccompromiso
cardiopulmonar con falla respiratoria, acidosis lactica, schock y muerte. En
algunos casos los pacientes presentan convalecencia y diuresis (Duchin J y cols,
1994). El reservorio natural del virus son los roedores silvestres, en los cuales se
presenta una infeccion asintomatica mediada por una rapida respuesta inmune
contra las proteinas que conforman la envoltura y el core viral Schmaljohn C y
cols, 1997).

En 1993, en la region del suroeste de los Estados Unidos se
diagnosticaron los primeros casos de personas infectadas por hantavirus producto
de un brote de SPH. Estudios epidemioldgicos han demostrado que durante este
brote se gener6 mas de un centenar de casos, detectdndose pacientes con SPH
en 23 estados de los Estados Unidos (Khan A, y cols 1996). El brote fue
producido por el hantavirus denominado Sin Nombre. A partir de esa fecha se han

diagnosticado casos en Argentina, Brasil, Canada, Chile, Panama, Paraguay y



Uruguay, con un rango de mortalidad que fluctia entre el 40 y 50% (Hjelle C, y
cols, 1994),y (http://www.minsal.cl)

Los reservorios naturales varian de un serotipo viral a otro, es asi como el
huésped natural del virus Sin Nombre es el roedor Peromyscus maniculatus y del
virus Andes es el Oligorysomys longicaudatus (Lopez Ny cols, 1997)

La forma de transmision del virus desde el roedor infectado con hantavirus
al humano es mediante el contacto de fluidos biol6égicos como excretas o saliva.
Una vez que el virus ha ingresado por las vias respiratorias se produce una
infeccion de las células de la mucosa respiratoria. Las células blanco de la
infeccion son las células endoteliales de los vasos sanguineos y eventualmente
las células mononucleares periféricas sanguineas (Kaki S R y cols 1995).
Recientemente se ha reportado ademas infeccion de hantavirus en células
dendriticas, lo que ayudaria a comprender un poco mas la patogenia de este virus
(Raftery MJ y Cols 2002). Posteriormente, los virus pasan al torrente sanguineo
donde se inicia su multiplicacion generalizada (Zaki S Ry cols, 1995).

En el afio 2001, investigadores del Instituto de Salud Publica de Chile
lograron aislar por primera vez el virus Hanta a partir de un paciente asintomatico
infectado que posteriormente desarrollé un SCPH Galeno Hy cols, 2001). Este
hallazgo demostrd, por primera vez a nivel mundial, el virus en una persona
asintomética y permitié cultivar in vitro la cepa Andes del virus Hanta.

Los hantavirus son virus esféricos de un tamafio aproximado, entre 90 a
120 nm de diametro, constituidos por un genoma tri-segmentado de hebra Unica y
de sentido negativo, denominados S, M y L (Small, Medium, y Large). Estos

segmentos codifican respectivamente la proteina de la nucleocédpside denominada



N de 50 Kd, dos glicoproteinas de membrana denominada G1 y G2 de 58 y 68Kd
y una polimerasa viral dependiente de RNA de 247 Kd.

El proceso de replicacion de los Bunyaviridae se inicia con la union del virus
a la célula blanco. Algunos estudios han descrito que este proceso de union
estaria mediado por la interaccion de las glicoproteinas virales (G1 y G2) con
integrinas celulares (Gavrilovskaya I, 1998 y 1999). Otros investigadores proponen
qgue una proteina celular de 50Kd estaria directamente involucrada en el proceso
de uniodn del virus a la célula (Kim T y cols, 2002). Luego, se produce la entrada y
el desnudamiento del virus probablemente mediado por endocitosis y fusion de la
membrana viral a los endosomas. Posteriormente hay un evento de transcripcion
primaria en el cual el RNA viral de sentido negativo produce la sintesis de RNA
mensajero (RNAm), empleando partidores derivados del RNAm de la célula
huésped y la polimerasa asociada al virus (Bouloy M y cols, 1976). A continuacion
se realiza el proceso de traduccién de los RNAm de los fragmentos L y S en los
ribosomas libres; y los RNAm del fragmento M en los ribosomas asociados a la
membrana del aparato de Golgi. Aqui también ocurre la glicosilacién de las
proteinas de la envoltura. En la actualidad se sabe que las glicoproteinas G1y G2
de hantavirus Sin Nombre pueden ser expresadas en forma independiente, por un
codon de inicio distinto (Spiropolou C. y cols, 2003). Estudios realizados con virus

Seoul describen la sintesis de proteinas virales a partir de las 2 hrs pi y la

deteccion de RNA a partir de 1 hr pi (Kariwa H. y cols, 2003). Posteriormente, hay
una sintesis de RNA complementario de sentido positivo, el cual sirve de templado
para la formacion de RNA viral y para el proceso de replicacién viral. Los distintos

RNA interactian con las proteinas N ya sintetizadas formando complejos RNA-



Nucleoproteina. Se ha demostrado la presencia de RNAs virales,
complementarios y mensajeros deleteados en los extremos 3' y 5' en infecciones
con hantavirus Seoul. Se ha propuesto que los RNAs deleteados de menor
tamanfo estarian involucrados en procesos de autorregulacion viral de la sintesis
de particulas infectivas (Meyer B. y cols, 2002).

Las sefiales de empaquetamiento para el ensamblaje de hantavirus no son
bien conocidas, pero basandose en estudios de microscopia electrénica con virus
Sin Nombre (Goldsmith C. y cols, 1995) y virus Black Creek Canal (Ravkov y cols,
1997) sugieren que los hantavirus del nuevo mundo se ensamblarian en zonas
celulares asociados a la membrana plasmatica, en contraste de los hantavirus del
viejo mundo que lo harian en el reticulo de Golgi. Finalmente se produce la fusion
de las vesiculas plasmaticas con las membranas plasmaticas y, por consiguiente,
la liberacién de particulas viricas maduras.

El uso de drogas para conocer las etapas del ciclo infectivos de los virus
esta ampliamente documentado (Vezza A y cols, 1979; Eshita Y y cols, 1985;
Short N y cols, 1982). Sin embargo, existe muy poca informacién sobre el efecto
de compuestos antivirales en hantavirus. Recientemente, se ha descrito que en
infecciones in vitro con virus Hantaan, la ribavirina tendria un efecto mutageno en
los RNA virales y por lo tanto decreceria la sintesis de los distintos RNA virales

(Severson W. y cols, 2003). La cicloheximida y la actinomicina D han tenido

efectos sobre el ciclo replicativo de algunos Bunyavirus, como por ejemplo virus
Bunyanwera ( Eshita Y. y cols, 1985y Short N. y cols, 1982).
Considerando los antecedentes descritos anteriormente y teniendo la

posibilidad de utilizar la cepa de hantavirus Andes aislada en Chile, y la



caracterizacion in vitro del ciclo replicativo de ésta. Esta tesis plantea la siguiente

hipotesis de trabajo:

Hipotesis de trabajo:

La cepa Andes tendria un crecimiento fn vitro” mas rapido respecto a la

cepa Sin Nombre, lo que correlacionaria con la mayor virulencia sugerida para esa

cepa de los virus Hanta.

Objetivo del proyecto:

Caracterizar el crecimiento ‘in vitro” de la cepa Andes CH-7913 del virus

Hanta aislado en Chile.
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Objetivo Especificos:

1. Caracterizar la cinética de sintesis de polipéptidos virales durante el ciclo
infectivo de la cepa Andes en células Vero E-6.

2. Determinar la cinética de sintesis de RNA virales de los distintos
fragmentos de la cepa Andes en células Vero E-6.

3. Evaluar el efecto antiviral de algunas drogas como la Ribavirina,
Tunicamicina, Cicloheximida, Puromicina y Actinomicina-D en el ciclo

infectivo del virus Andes.
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Materiales y Métodos
1. Cultivo celular.

Para los ensayos de infecciones se utilizaron células Vero E6 (células
epiteliales de rifibn de mono verde africano), las cuales fueron cultivadas con
medio minimo esencial Eagle, suplementadas con suero bovino fetal (S.B.F) al
10% (Gibco 16000-044) y 2 mM L-glutamina. El medio fue cambiado cada 4 a 5
dias. La linea celular utilizada en todos los experimentos fue obtenida a través de

la ATCC (American Type Culture Collection) en Estados Unidos.

2. Infecciones en cultivos celulares.

La cepa de hantavirus Andes Chi-7913 fue usada parra infectar células
Vero E6 a una multiplicidad de infeccién de 0,1 y 2,5 pfu (Galeno y cols, 2002).
Todos los procedimientos para manipular la cepa Andes fueron realizados en un
laboratorio de bioseguridad clase Il con practicas de laboratorio especificas para
éste.

Las células fueron crecidas en microplacas de 16 pocillos (Nalgene Nunc
178599) con 300 ul de medio Eagle con 2% de S.B.F. e incubadas a 37° C y 5%
CO.. Posteriormente se tomaron muestras intracelulares y extracelulares con un
MOI de 0,1 pfualas 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 169 hrs pi y a las 2,
4, 6, 12, y 24 hrs pi con un MOI de 2,5 pfu. Para obtener las muestras
intracelulares, las monocapas de células fueron despegadas de las microplacas
utilizando 100 n1 de tripsina/EDTA (0,005% de tripsina'y 0,53 mM de EDTA) (Gibco

15400-054). La suspension celular obtenida fue centrifugada a 227 xg por 5
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minutos. El sobrenadante fue eliminado y las células almacenadas a -70°C. Las
muestras intracelulares correspondieron al lisado de estas células una vez que
fueron descongeladas. Las muestras extracelulares correspondieron a la totalidad
del medio de cultivo (600 m), con el cual se mantuvieron las células durante la
infeccion; es decir era el sobrenadante de los cultivos celulares. Estas muestras
también fueron almacenadas a -70°C hasta ser utilizadas.

3. Inmunofluorescencia Indirecta.

Alrededor de 15.000 células Vero E6 (correspondiente a un pocillo)
infectadas con virus Andes fueron lavadas con tampon fosfato salino (PBS).
Luego, las células fueron fijadas con 30 ml de metanol/acetona al 50% por 10
minutos a 4° C. Posteriormente, a las células ya fijadas se les agregd en forma
separada 20 ni de anticuerpo monoclonales contra la proteina N (7B3/F7), contra
la glicoproteina G1 (3C7/B10) y un suero policlonal de paciente infectado con
hantavirus (703329) diluido 1/100 en PBS por pocillo. Se incub6é a 37°C por 30
minutos, en camara humeda. Luego se lavo tres veces por 5 minutos con PBS. A
continuacion se agregé 20 m de conjugado FITC 1/600 en cada pocillo.
Posteriormente se incub6 30 minutos a 37°C para finalmente montar las muestras
y observar en microscopio de fluorescencia. Las células fueron consideradas
positivas cuando presentaron un patron de fluorescencia granular en el citoplasma

celular y también asociadas a membranas de Golgi.
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4. Ensayos antivirales.

Para evaluar la citotoxicidad de los antivirales, las células se mantuvieron
por 7 dias en medio DMEM al 2% SBF en micropocillos Nunc, probando distintas
concentraciones de los antivirales (los ensayos se realizaron en quintuplicado).
Las concentraciones ensayadas fueron las siguientes:

Actinomicina D: 67 - 133 - 333-667 pg/n

Cicloheximida: 83 -167—-417 - 833 pg/m

Puromicina: 333-667—-1.667 —3.333 pg/m
Ribavirina: 17 - 33— 67 - 100 ng/m
Tunicamicina: 83 -167—-417 - 833 pg/m

Posteriormente se realizaron infecciones de células Vero E6 con virus
Andes, utilizando un MOI de 0,1 PFU y agregando antivirales en las
concentraciones antes sefialadas. Los cultivos fueron mantenidos por 5 dias en
medio DMEM al 2% SBF. Luego se tomaron las células y los medios de cultivo
(sobrenadantes) en forma separada como se describié anteriormente (ver punto
2).

Para evaluar el efecto de los antivirales sobre la sintesis de proteinas
virales se realizaron ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta utilizando un suero
de paciente y un anticuerpo monoclonal para la proteina N. También se realizaron

RT-PCR con la finalidad de determinar la sintesis de los fragmentos de RNA de

los segmentos S, My L virales.
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5. Amplificacion mediante RT-PCR de los segmentos S, My L virales.
5.1 Purificacion de RNA

El RNA de las muestras extracelulares e intracelulares fue extraido
utilizando el sistema NucliSens de Biomeriux (Boom R y cols, 1990). Este sistema
es un método automatizado de extraccibn de acidos nucleicos que utiliza
tiocianato de guanidina y silica para la purificaciéon del RNA. EI RNA extraido fue

resuspendido en un volumen final de 55 m para ambos tipos de muestras.

5.2 Reaccion para RT-PCR.

Se realiz6 RT-PCR para los segmentos S, M y L virales, amplificando un
fragmento de 589 pb (pares de bases), 626 pb, y 671 pb, respectivamente. Se
usaron los partidores que se describen en la tabla 1. Para la amplificacion se
utilizé el kit One-Step RT-PCR con Platinum Taq System de Invitrogen (10928-
042).

Para cada amplificacion se preparé una mezcla de reaccidn que consistid
en: 6,25 ul de tampon mezcla de reaccion 2X (0,4 mM de dNTPs, 2,4 mM de
MgSQ,), 2 pl de sulfato de magnesio (MgS04) 5 mM, 2 pl de de agua tratada con
dietilpirocarbonato, 0,5 pl de cada uno de los partidores 50 pM (Ver Tabla 1), 0,25
pul de las enzimas Transcriptasa reversa /| Taqg DNA polimerasa (mezcla de

enzimas) y 2 pl RNA purificado (ver obtencion de RNA). La reaccion se realizé en
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termociclador Applied Biosystems Gene Amp (PCR System 2700); y consistié en
30 minutos a 50°C para el proceso de la trascripcion reversa, seguido de 94°C por
2 minutos y 35 ciclos que consistieron en una denaturacion de 94°C por 1 minuto ,
55°C por 1 minuto de hibridacion para el segmento S y 50°C de hibridacion para el
segmento M y L, seguido de 72°C por 2 minutos de extensién y finalmente 72°C
por 5 minutos para la extension final. Los productos finales fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa, visualizados con Bromuro de Etidio y
posteriormente almacenados a -20°C.

Los ensayos para determinar la sintesis de RNA con un MOl de 0,1y 2,5
pfu se realizaron utilizando partidores especificos para los segmentos S y M. Esto
debido a condiciones metodoldgicas, ya que la amplificacion del segmento L no
estaba implementada al momento de estos ensayos. Posteriormente se
implementé la técnica de amplificacion para el segmento L, lo que permitid

cuantificar los segmentos S, M y L mediante PCR competitivo cuantitativo.



Tabla 1.

Descripcion de los partidores utilizados en los distintos ensayos.

Segmento| Nombre Secuencia del partidor (5'-3") Tamafio | Posicion
partidor amplificado
en (pb)
Segmento | S1 Forw agtagactccttgagaagctac 589 5-26
S S3 Rev gcagtaggcatggaaacata 574-594
Segmento | HAndes M aagcaaaaaattaaagaagtg 626 23-44
M Forw
HAndes M gataatgtcagtgtgtgtgctg 627-649
Rev
Segmento | HAndes L agaaaaatggaaaagtatagaga 671 30-53
L Forw
HAndes L aatttagggaatgacacatgaa 679-701

Rev

16
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Esquema 1

A. Esguemadel sitio de union de los partidoresy |os productos esperados mediante RT-

PCR del segmento S con los partidores S; rorw Y S Rrev,
B Esquema del sitio de union de los partidores para el PCR semi-Nested del fragmento S.

A

SlForW
Seg. S
1802pb

% Rev
} Producto Amplificado 589pb
B
S.I.86
Seg. S
1802pb
NH,
S186

Producto Amplificado 1086pb

Rev
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5.3 Deteccion del DNA amplificado.

Para la deteccion de los productos amplificados se realiz6 electroforesis en
geles de agarosa al 2% en tampon TAE con una concentracién final de 0,2 pg/mi
de Bromuro de Etidio (BrEt). Se mezclo 2 pl del producto final de reaccién con 1 pl
de tampdn de carga para DNA 2X (EDTA 12 mM, glicerol al 25 %, azul de
bromofenol al 0,05 % y xilencianol al 0,05 %). Posteriormente se hizo la
electroforesis a 120 volts constantes por 30 minutos. La migracion de los
productos amplificados fue comparada con los controles positivos y estandares de
tamafio molecular para DNA de bajo rango Fermentas (SM0383).

La visualizacion de los productos se realizd6 en un transiluminador
ultravioleta Gel Doc 2000 Bio-Rad. Los resultados fueron analizados vy
almacenados en el programa computacional Quantity One version 4.0.3 de Bio-
Rad.

6. Obtencion de plasmidos con insertos de los productos de PCR para los
segmentos S,My L de hantavirus Andes.
6.1 Purificacion del amplificado.

Para la purificacion de los productos del RT-PCR del los segmento S, My L
virales, se utilizo el Kit ENZA de Omega (D2501-01). Este sistema se basa en la
purificacion de los productos amplificados a partir del gel de agarosa. Para esto se
utilizé agarosa de bajo punto de fusion Bio-Rad (161-3112) al 1 % disuelta en
tampon TAE, con una concentracion final de 0,1 pg/ml de Bromuro de Etidio
(BrEt). Los productos amplificados se mezclaron con 2 pl de tampdn de carga para

DNA 2X (EDTA 12 mM, glicerol al 25 %, azul de bromofenol al 0,05 % y xilencianol
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al 0,05 %) y se realizo la electroforesis en las mismas condiciones descritas
anteriormente.

Una vez verificado el producto del RT-PCR se procedi6 a cortar el trozo de
agarosa y se depositdo en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Luego, se agregd 700 pl
de tampon de unién y se incubd a 55°C por 7 minutos hasta la disolucién de la
agarosa. La mezcla fue depositada en columnas de purificacion y centrifugada a
18.338 xg por 1 minuto. La solucién colectada fue descartada. A continuacién se
agrego 600 ul de tampon de lavado y se centrifugd a 19.722 xg por 1 minuto (esta
etapa se repitié 2 veces). Finalmente se agregd en la columna 20 pl de tampdn de
elusion y se centrifugd por 2 minutos a 19.722 xg. Los productos eluidos fueron

almacenados a -20°C.

6.2. Ligamiento en el vector de clonamiento Pgem-T.

Para ligar los productos purificado del RT-PCR de los segmentos S, My L,
se utilizé el kit de clonamiento Pgem-T de Promega (A3600). Para esto se mezclo
en hielo 1 pl de vector Pgem-T(50 ng/ul), diluido 1/5, 2 pl de tampdn de ligacion
Promega (60 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl;, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10 %
polietilenglicol 8000, 1ul de enzima ligasa (3 U/ul) y 6 ul de producto purificado del
RT-PCR de los segmentos S, M y L. La mezcla fue mantenida a 14°C por 14 hrs.
Una vez que las muestras fueron ligadas se conservaron a -20°C, hasta el

momento de la transformacion.
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6.3 Transformacion de productos ligados en bacterias JM-109.
6.3.1 Preparacion de células electrocompetentes

A 4 ml de caldo de cultivo Luria se agregd 20 pl de stock de células
electrocompetentes JM-109 (Promega) y se dejo crecer a 37°C toda la noche. A la
mafana siguiente se traspaso6 500 pl del cultivo bacteriano a 50 ml de caldo Luria
y nuevamente se dejé crecer a 37 °C por 2 a 3 horas hasta alcanzar una Densidad
Optica s00(D.O) de 0,6 a 0,8. Luego, se centrifugd a 629 xg por 10 minutos a 4°C.
El sedimento bacteriano se resuspendio en 6 ml de agua desionizada estéril y se
volvié a centrifugar a 629 xg por 10 minutos. Posterior al segundo lavado, el
concentrado se resuspendié en glicerol estéril al 10 % y se centrifugd bajo las
mismas condiciones previamente mencionadas. Finalmente el sedimento se
resuspendié en 1 ml de glicerol estéril al 10 %.

6.3.2 Método de transformacion

Para la transformacién de los productos ligados de cada uno de los
segmentos (S, M y L), se mezclé en una cubeta de electroporacion (BioRad 165-
2086), 60ul de células electrocompetentes previamente tratadas (ver protocolo de
preparacion de células electrocompetentes) con 2 pl de producto de ligacion de los
distintos fragmentos. La mezcla fue electroporada en Gene Pulser Il de Biorad.
Luego, se agregd 700 ul de medio SOC y se dejé crecer a 37°C por 2 horas con
agitacion constante. A continuacién las células se centrifugaron y el precipitado
bacteriano se resuspendido en 100 pl del mismo sobrenadante. Las bacterias
fueron sembradas en Placas Petri con agar Luria, suplementado con 36 pl de

amplicilina (50 mg/ml) e incubadas en estufa a 37°C durante toda la noche.
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6.4 Deteccidon de los transformantes

6.4.1 Identificacion de colonias transformantes.

Todas las colonias transformadas fueron analizadas mediante PCR para
verificar la presencia del inserto. Para esto se tomo una porcion de las colonias
crecidas en las placas de Petri con agar Luria/ampicilina y resuspendidas en 50 ul
de agua destilada desionizada estéril. Las bacterias fueron lisadas por ebullicion

para posteriormente realizar la deteccion de los transformantes por PCR.

6.4.2 PCR para la deteccién de los transformantes.

La deteccion de los transformantes se realizé por PCR, utilizando el Kit de
reaccion Taq DNA Polymerase de Invitrogen (18038-042). La mezcla de reaccién
de cada una de las amplificaciones consistio en: 2,5 pl de tampén 10X, 1 mi de
Cloruro de Magnesio (MgCk) 25 mM, 1 ul de partidor Forward 50 pM y 1 ul de
partidor reverse 50 pM, 13,5 pl de agua libre de nucleasas, 0,2 ul de enzima Taq
DNA polimerasa y 5 ul de sobrenadante del lisado bacteriano. Los partidores
utilizados fueron los partidores M13/pUC: Forward: 5
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3 y Reverse: 5
AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3, los cuales se ubican a 110 pb del lugar de

insercion del fragmento ligado en el vector Pgem-T.

La amplificacion se realiz6 en un termociclador Applied Biosystems Gene
Amp (PCR System 2700), y consistié en 94°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos

gue consistieron en 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minutos y
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finalmente 72°C por 7 minutos para la extension final. Los productos finales fueron
visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa, siguiendo el protocolo
antes descrito y posteriormente almacenados a -20°C. La migracion de los
amplificados fue comparada con estandares de tamafio molecular Fermentas

(SM0383).

6.4.3 Almacenamiento y Mantencién de las colonias positivas

Las colonias transformantes positivas para los segmentos S, M y L fueron
crecidas en 16 ml de caldo de cultivo Luria suplementado con 36 pl de amplicilina
(50 mg/ml) e incubadas a 37°C durante toda la noche. Luego se tomo 700 ul del
caldo de cultivo y se mezcld con 300 pl de glicerol estéril al 100 %. Posteriormente
fueron almacenadas y mantenidas a-70°C hasta ser utilizadas.

7. Estimacion semicuantitativa del niumero de copias.
7.1 Determinacién del numero de copias.

La determinacion del nimero de copias de los distintos fragmentos se
realizé calculando el peso de los fragmentos ligados en el vector de clonamiento
P-gem T de acuerdo al siguiente analisis matematico:

P.M. = Gr/ Mol
Donde:
P.M = molecular.
Gr = Gramos
Mol = Niimero de Avogadro (6,022 x 10%).
Una vez conocido en valor en gramos, se calculé Ny, que es el nUmero de copias

de RNA iniciales.
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No se calculé siguiendo la siguiente ecuacion:

No = ng reales de RNA inicial x 6,023 x 10'*/ PM (ng), o

No = g reales de RNA inicial x 6,023 x 103/ PM (g) x 1 x 10°

8. Construccion de RNA controles paralos fragmentos S, My L

8.1 Purificacion de DNA plasmidial

Para la purificacion de DNA plasmidial se utilizaron los protocolos descritos
por Birinboim y Doly (1979) e Ish-Horowiez y Burque (1981). Ademas se realizé
amplificacion del DNA plasmidial siguiendo el protocolo de amplificacion ya
descrito (punto 6.4.3). Para el secuenciamiento genético se purificaron los
productos del PCR, obtenidos de los transformantes positivos para los insertos
modificados de los segmentos S, M y L, utilizando el protocolo antes descrito (ver
punto 6.1).
8.2 Secuenciamiento genético

Las muestras fueron secuenciadas en el secuenciador automético ABI
PRISM 310, utilizando el Kit de secuenciamiento DNA Sequencing, BigDye™

Terminator v3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction, de ABI PRISM. (4390242)

8.3 Analisis de secuencias
El andlisis de las secuencias obtenidas para cada uno de los segmentos se

realizé utilizando los programas computacionales Bio Edit y Cromas. Cada una de
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las secuencias obtenidas fue comparada con secuencias prototipos obtenidas del
Gene Bank.
8.4 Orientacion del inserto

A cada una de las secuencias se les determind la orientacion del inserto,
con la finalidad de obtener el sentido de los fragmentos clonados de los
segmentos S, M y L modificados. Para esto se utilizé los partidores Forward y
Reverse M13/pUC, cuyas zonas complementarias estan en el vector Pgem-T. Al
alinear la secuencia del vector P-gem-T, con las secuencias obtenidas, se logro
determinar la orientacion de los insertos. Para esto se comparé con las secuencias
prototipos presentes en Gene Bank. En el caso de la secuencia del segmento S,
se compard con la secuencia numero de registro AY228237, el segmento M se
compard con la secuencia nimero de registro AY228238 y la secuencia del
segmento L se compard con la secuencia numero de registro AY228239. Cada
una de las secuencias patrones prototipo corresponden a la secuencia del

serotipo Hantavirus Andes chileno, numero de registro CHI-7913.

8.5 Analisis computacional de sitios de restriccion para el vector de
clonamiento y los productos clonados a modificar.
Se realiz6é un analisis de restriccion del vector Pgem-T y de las secuencias

de los productos clonados de los segmentos S, M y L, mediante el programa

computacional y base de datos Web Cutter 2.0
(http:/lwww.firstmarket.com/cutter/cut2.html.)
El criterio utilizado para el andlisis, fue identificar aquellas enzimas de

restriccion que no cortaran el vector Pgem-T y que solo cortaran en dos sectores
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el producto ligado, o dos enzimas distintas que cumplieran con esta condicion;
teniendo la precaucion de que el lugar del corte de la enzima de restriccion fuese
en un sitio distinto al lugar de unién de los partidores. Para el caso del segmento S
se utilizé la enzima KspAl, quedando un fragmento inserto modificado en el vector
Pgem-T de 395 pb. Para el fragmento M se utilizaron las enzimas Eco 1091 y Hind
lll, quedando un fragmento inserto modificado en el vector Pgem-T de 469 pb.
Finalmente para el segmento L se utiliz6 la enzima Eco 147 |, quedando con un
tamano de inserto modificado de 445 pb (Ver tabla 2 y Esquema 1).
Tabla 2.

Enzimas de restriccidn utilizadas para la obtencion de RNA controles

Segmento | Enzimade | Lugar del | Secuencia| Tamario liberado

restriccion| Corte (pb)

S KspA | 160 gtt* aac 194
354 caa* ttg

M Eco 0109 361 g*gncc 157
ccng *g
Hind I 204 a* agctt
ttcga*a

L Ecol47 | 172 agg* cct 226
398 tcc*gga

8.6 Modificacion de los plasmidios modificados mediante la delecion de un
fragmento por digestion con enzimas de restriccion.

Cada uno de los plasmidios que contenian los insertos de los segmentos S,
M y L fueron sometidos a reacciones de digestiones en forma separada. Para las
distintas reacciones se mezcl6 6 mi de DNA plasmidial purificado, 2 nl del tampén

apropiado para cada una de las enzimas (en la reaccion del segmento Sy L se
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utilizé en tampén B+ (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCh, 0,1 mg/ml BSA) y
para el segmento M se utilizé6 en tampdn Y /Tango (33 mM Tris-Acetato, pH 9,3,
10 mM Mg-acetato, 66 mM K-acetato y 0,1mg/ml BSA), 10 m de agua destilada
desionizada estéril y 1 ml de enzima de restriccion apropiada para cada uno de las
reacciones (para la reaccion del segmento S se utilizé la enzima KspA | (10 U/m)
Fermentas (ER1031), para el segmento M se utilizaron las enzimas EcoO109I
(U/m) Fermentas (ER0261) y la enzima de restriccion Hind 11l (10 U/m) Fermentas
(ER0501) y para la reaccion del segmento L se utilizé la enzima Eco147 | (10 U/m)
Fermentas (ER0421). Las reacciones de digestion fueron incubadas a 37 °C

durante toda la noche.

8.7 Ligamiento de los Controles Plasmidiales Modificados digeridas.

Antes de realizar la ligacion de las muestras digeridas, estas fueron
visualizadas en geles de agarosa al 2 % como se describe en punto 5.3 y
purificadas utilizando Kit de extraccion E.N.Z.A (ver punto 6.1). Para el segmento
S se visualizaron dos bandas, una de mayor tamafio de 3.395 pb la cual fue
purificada para posteriormente ser ligada y una banda de 194 pb, la cual fue
eliminada. Para los segmentos M y L las bandas de 3.469 y 3.445 pb fueron

purificadas y las bandas de 157 y 226 pb fueron descartadas.

Para la ligacion de los productos clonados y purificados con delecién de los
segmentos S, My L se mezcl6 en hielo, 5 pl de tampdn de ligacion Promega (60
mM Tris-HCI, 20 mM MgCl,, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% polietilenglicol 8000)1

pl de enzima ligasa Promega (3 U/ul), 6 ul de producto del plasmidio purificado y
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linearizado con delecion con 2 ul de agua libre de nucleasas. Las mezclas fueron
mantenidas a 14°C por 14 horas. Las muestras ya ligadas, fueron conservadas a -
20°C, hasta el momento de ser transformadas. Los controles modificados fueron
transformados de acuerdo a protocolo de transformacion descrito previamente.
(punto 6.3.2). Los controles plasmidiales modificados fueron denominados CPM S/
Pgem-T para el control S, CPM M/ Pgem-T para el control M y CPM L/ Pgem-T
para el control L. Al igual que las transformaciones anteriores, los productos
transformados fueron analizados por PCR utilizando protocolo ya descrito (ver

punto 6.4.3y esquema 1).
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Generacion de controles plasmidiales modificados

Segmento
S
M
F.D.
k\g L
3

)

| Pgem -T
Fragmento Ligado (F.L)

I Fragmento Delecionado (F. D)

Segmento  Tamario F.L
S 395pb
M 469pb

L 445pb

Enzima Tamafo
restriccion

KspAl 194pb
Hind 11 157pb
Eco0109 |

Eco 147 | 226pb

Delecion por enzima
derestriccion

CPMS,MyL/PgemT

F.L

~
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Esquema 3

Trascripcion in vitro para obtencion de RNAs controles S, My L

Sal |
v

Seg. Sy M —"ZI
Promotor T7 -

Nco | RNA viral Sy M
v

Seg. L
- ﬂPromotor Sp6

RNA viral L
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8.8 Transcripciénin vitro de los RNA controles
8.8.1 Purificacién de los DNA plasmidiales modificados.

Para la purificacion de DNA plasmidial se utilizaron los protocolos de
purificacion plasmidial descrito por Birinboim y Doly (1979) e Ish-Horowiez y

Burque (1981).

8.8.2 Digestion del DNA plasmidial modificado y transcripcion in vitro de los
fragmentos S, My L.

Con el objetivo de linearizar los plasmidios y posteriormente transcribir el
fragmento ligado de acuerdo a la orientacion de los insertos se realizo la digestion
de los controles CPM S/Pgem-T, CPM M/Pgem-T y CPM L/Pgem-T. Para los CPM
S/Pgem-T y CPM M/Pgem-T se utilizé la enzima de restriccion Sal |y para el CPM

L/Pgem-T se utilizé la enzima Nco | (Ver tabla 3).

Tabla 3.
Enzimas de digestion utilizadas para linearizacion de plasmidios

Segmento Enzimade | Promotor de | Tamafio RNA
Restriccion | Trascripcion
CPM S/Pgem-T Sal | T7 395
CPM M/Pgem-T S| T7 469
CPM L/Pgem-T Nco | SP6 445

8.8.3 Transcripcion in vitro de los plasmidios.
El RNA de sentido negativo de los controles plamidiales modificados (CPM)

linearizados se obtuvo utilizando el Kit Riboprobe Combination, Sistema SP6/T7

de Promega (P1460). Para esto, se activaron los promotores de trascripcion ya
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sea Sp6 o T7, dependiendo de la orientacion de los insertos modificados (Ver

tabla 3 y esquema 2).

8.8.4 Purificacion de RNA

La purificacion del RNA de sentido negativo de los C.P.M se realizo
utilizando columnas de purificacion Quick Spin Columns, Sephadex G-50 de
Roche (127015). La mezcla de reaccion de trascripcién, de cada uno de los
fragmentos modificados, se llevé a un volumen final de 70 m con agua libre de
nucleasas. A continuacién, la soluciébn se depositd en las columnas y se
centrifugd por 4 minutos a 1.600 xg. Al eluido que contenia el RNA purificado de
cada uno de los C.P.M, se le agreg6 0,5 volimenes de acetato de amonio 7,5 M y
2,5 voliumenes de etanol al 100 %. La mezcla se dej6é durante 2 horas a —70 °C.
Posteriormente se centrifugé por 30 minutos a 18.338 xg. El precipitado fue
resuspendido en 20 m de agua libre de nucleasas y se almacené a -70°C hasta su

utilizacion.

8.8.5 Determinacién concentracion de RNA.

El RNA purificado de los distintos fragmentos modificados fue medido por
absorbancia en un espectrofotometro Smart Spec 3000 de Bio-Rad. Para los

calculos de la determinacion de concentracion se utilizé la equivalencia:

1 valor de absorbancia = 40 ngr /ml de RNA.
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8.9 Determinacion del numero de copias.
La determinaciéon del nimero de copias de los fragmentos modificados se
realizé calculando el peso de las distintas moléculas modificadas de acuerdo al

siguiente andlisis matematico:

P.M. = Gr/ Mol
Donde:
P.M =Peso molecular.
Gr = Gramos
Mol = Ntimero de Avogadro (6,022 x 10%).
Una vez conocido el valor en gramos, se calculd Ny, que es el nUmero de copias
de RNA iniciales.

No se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion:

No = ng reales de RNA inicial x 6,023 x 10**/ PM (ng), o

No = g reales de RNA inicial x 6,023 x 10%/ PM (g) x 1 x 10°

9. Determinaciéon numero de copias mediante RT-PCR Cuantitativo

Competitivo (QC-RT-PCR).

9.1 Reaccion del RT-PCR competitivo cuantitativo.

La reaccion del RT-PCR se realiz6 siguiendo el protocolo previamente

descrito. (ver punto 5.2). Para esto se agreg6 cantidades conocidas del RNA



33

purificado modificado como competidor (2 m), y también la muestra de origen
intracelular o extracelular (2 m). La visualizacion de los productos amplificados se
realizé siguiendo el protocolo ya descrito.

Para la cuantificacién de los amplificados competidores modificados y las
muestras se utilizé el programa computacional Quantity One version 4.0.3 de Bio-
Rad. A cada una de las bandas del competidor y la muestra se les determiné
Densidad Optica (D.O.). Los valores de D.O. de las muestras fueron multiplicados
por un factor de correccion (F.C) que fue relativo para cada uno de los segmentos

amplificados:

F.C = Longitud del competidor (S-M-L). / Longitud de las muestras (S-M-L).

Este Factor de Correccion iguala el tamafio del competidor y la muestra,

para asi tener valores con menor Sesgo.

Los F.C fueron: 0,670 para el segmento S, 0,716 para el segmento M y
0,663 para el segmento L.
Posteriormente se determind la razon entre las D.O del competidor y la muestra
corregida. A este valor se le determiné Py
Po=D.O.C.P.M/D.O Mc.
Donde:
D.O cp.m= es la densidad éptica de los distintos competidores (S, My L)

D.O Mc =es ladensidad 6ptica de las muestras corregidas.
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El valor de Py se grafic6 en funcién del numero de copias de RNA
agregadas al inicio de la reaccion del QC- RT-PCR. En la ecuacién obtenida para
cada una de las muestras, se reemplazé el valor de Y por 1. Este valor simboliza
el punto donde los valores de D.O C.P.M y D.O M se igualan y por lo tanto, el
valor obtenido correspondio al nUmero de copias iniciales de RNA de la muestra.
Posteriormente, todos lo valores de numero de copias fueron graficados y

correlacionados de acuerdo al tipo y caracteristicas de las muestras.
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Resultados
Determinacién de la sintesis de proteinas virales en células Vero E6
infectadas con virus Andes a un MOl de 0,1 pfu.

Con el suero de un paciente en fase convalesciente (n° 702339), de una
persona infectada con hantavirus que previamente cursé un sindrome
cardiopulmonar por hantavirus, se detecto la presencia de antigenos virales totales
en zonas circunscritas de fluorescencia en cada uno de los campos visuales a
partir de 24 hrs pi, (figura 1B) aumentando levemente a las 72 hrs pi (figura 1C).
Los antigenos virales se distribuyeron en el citoplasma, y posteriormente en menor
intensidad asociados a las membranas celulares (figuras 1 B y E). A partir de las
120 hrs pi los focos con fluorescencia aumentaron en forma progresiva hasta las
168 hrs pi, donde casi la totalidad de las células infectadas expresaban antigenos
virales (figuras 1 Ey F).

La proteina N fue detectada intracelularmente en zonas aisladas a partir de
las 24 hrs pi (figura 2A), incrementandose a las 48 hrs pi (figura 2C). Durante este
periodo se visualizé una distribucion predominantemente intracitoplasmaética.
Posteriormente a las 72 hrs pi alrededor del 20 a 30% de las células infectadas
expresaba la proteina N (figura 2E), lo cual aument6 60 a 70% a las 120 hrs pi. En
algunas células se observo una distribucion perinuclear del antigeno (figura 21). A
las 168 hrs pi la totalidad de las células expresaban la proteina N, presentando
una nivel de fluorescencia similar al visto al mismo tiempo pi con el suero de
paciente (figuras 1Fy 2I).

La glicoproteina G1 fue detectada en un bajo porcentaje de células a partir

de las 48 hrs pi (figura 2D), aumentando escasamente a las 72 hrs pi (figura 2F). A
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las 168 hrs pi alrededor del 80 % de las células infectadas expresaban G1 (figura
2J). Durante todo el periodo de tiempo, la glicoproteina G1 estuvo
predominantemente asociada a membranas celuares (figuras 2D y J), ademas fue
visualizada con menor intensidad y porcentaje de células respecto a la proteina N

y a los antigenos totales (figuras 1F, 21 y 2J).
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Figura 1.

Cinética de la expresion de antigenos virales totales de virus Andes, en células Vero E 6. Parala detecciéon del
antigeno se utilizé un anticuerpo policlonal (antisuero de paciente)

(A) Células Vero E-6 no infectadas alas 24 hrs pi (B) Células Vero E-6 infectadas alas 24 hrsp.i. (C) Células
Vero E-6 infectadas a48 hrs p.i. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs p.i. (E) Células Vero E6 infectadas a
120 hrs p.i. (F) Células Vero E-6 infectadas alas 168 hrs p.i. Para esta cinética se utilizo un M.O.I de 0,1 pfu.
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Figura 2.

Cinética de la expresion de las proteinas virales N y G1 en células Vero E6 infectadas con virus Andes. Para
la deteccién del antigeno se utilizaron anticuerpos monoclonales contra la proteina de la nucleocapside N
(figuras A, C, E, Gy 1) y laglicoproteina G1 (figuras B, D, H, F y J).

(A) y (B) Células Vero E6 infectadas a las 24 hrs p.i, (C) y (D) Células Vero E-6 infectadas a 48 hrs p.i, (E)
y (F) Células Vero E6 infectadas 72 hrs p.i, (G) y (H) Células Vero E6 infectadas a 120 hrs p.i, (I) y (J)
Células Vero E-6 infectadas alas 168 hrs p.i. Para esta cinética se utilizé un M.O.1 de 0,1 pfu.




39




40

Sintesis de RNA de los fragmentos Sy M en células Vero E6 utilizando una

multiplicidad de 0,1y 2,5 pfu.

A un MOI de 0,1 pfu se detectd RNA del fragmento S intracelularmente a
partir de las 12 hrs pi (figura 3A carril 7), manteniendo un nivel de sintesis similar a
las 18 horas pi (figura 3A carril 9). A partir de las 24 hrs pi la sintesis de RNA
intracelular aumento progresivamente (figura 3A carril 13), alcanzando el plateau
(o nivel superior) a partir de las 96 hrs pi hasta las 168 hrs pi (figura 3A carriles
19, 21, 25y 27). A las 24 hrs pi no se detectd sintesis de RNA en el extracelular y
solo, partir de los 48 hrs pi se pesquisd RNA del fragmento S en el sobrenadante
(figura 3A carriles 14 y 16, respectivamente). Posteriormente la sintesis de RNA S
aumento rapidamente, alcanzando el nivel maximo de deteccién a partir de los 120
hrs pi (figura 3A carril 22). En los controles no infectados intracelular y extracelular
no se detecto sintesis de RNA. (figura 3B carriles 29 y 30).

A la misma MOI, antes de las 24 hrs pi no hubo deteccién del fragmento M
a nivel intracelular ni extracelular (figura 3B carriles 7, 9, 8, y 10 respectivamente).
A partir de las 48 horas pi, el RNA M fue detectado intracelularmente (figura 3B
carril 15) y al mismo tiempo pi, pero con menor intensidad, en el medio
extracelular (figura 3B carril 16). A partir de las 48 horas pi hubo un aumento en la

sintesis de RNA en las muestras intracelulares hasta las 96 hrs pi (figura 3B

carriles 15, 17 y 19), hasta llegar al plateau a las 96 hrs pi. EIl RNA M aument6 en
la fraccidn extracelular desde las 48 hrs pi hasta las 96 hrs pi (figura 3B carriles
16, 18 y 20 respectivamente), pero no se detectd diferencia a partir de 120 hrs pi

con 144y 168 hrs pi (figura 3B carriles 22, 24, y 26). No existié deteccion de RNA
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M en las muestras de los controles no infectados intracelular y extracelular (figura
3B carriles 27 y 28).

En infecciones de células Vero E6 utilizando un MOI 2,5 se observo el
segmento S en la fraccion intracelular a partir de las 4 hrs pi (figura 4A carril 3),
aumentando rapidamente a partir de las 6 hrs pi hasta las 24 hrs pi (figura 4A
carriles 5, 7 y 9). A las 24 hrs pi no se detectd RNA S en la fraccién extracelular
(figura 4A carril 10). El RNA M se detectd a partir de las 4 hrs pi en muestras
intracelulares (figura 4B carril 3), aumentado posteriormente su nivel (figura 4B
carriles 5, 7 y 9). En las muestras extracelulares no se detecté el RNA M durante
las 12 hrs pi (figura 4B carriles 2, 4, 6, y 8), pero se detecto a las 24 hrs pi (figura

4B carril 10), a diferencia de lo observado con el fragmento S.
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Figura3

Sintesis de los fragmentos RNA Sy M en células Vero E6 infectadas con virus Andes aun MOI de 0,1. (A)
Sintesis del fragmento S a distintos tiempos pi. Las muestras intracelulares corresponden alos carriles: 1, 3, 5,
7, 9y las muestras extracelulares corresponden alos carriles 2, 4, 6, 8, 10.

(B) Sintesis del fragmento M a distintos tiempos pi. Las muestras intracelulares corresponden a lo carriles: 1,
3,5, 7, 9. Muestras extracelulares carriles 2, 4, 6, 8, 10.

El carril C corresponde a control positivo de células infectadas y los carriles 29 y 30 corresponden a controles
no infectados intra y extracelulares respectivamente. Para ambos casos los carriles M corresponden a
marcador detamarfio molecular de 100 pb

A

Hor as Post infeccion
0 3 6 12 18

<— 589 pb

Horas Post infeccion
24 48 72 96 120 144 168

1314 15 16 17 18 19 20 21 22 M C 25 26 27 28 2930 M M C

—4 4 589pb

(o8]

Hor as Post infeccion
0 3 6 12 18

1 2 34 56 7 8 910M C

<«— 563pb

HorasPost infeccion

24 48 72 96 120 144 168

1314 15 16 17 18 19 20 21 22 M C 23242526 2728 M C M

) 563 pb
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Figura 4

Sintesis de los fragmentos Sy M en células Vero E6 infectadas con virus Andes aun MOI de 2,5. (A) Sintesis
del fragmento S a distintos tiempos p.i. Las muestras intracelulares corresponden a los carriles: 1, 3, 5, 7, 9.

Las muestras extracel ulares corresponden alos carriles 2, 4, 6, 8, 10.

(B) Sintesis del fragmento M a distintos tiempos p.i. Las muestras intracelulares corresponden a los carriles:
1, 3,5, 7, 9. Las muestras extracelulares corresponden a los carriles 2, 4, 6, 8, 10.

Para ambos casos los carriles M corresponden a marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los carriles C
corresponden a control positivo de células infectadas y los carriles 29 y 30 corresponden a controles no

infectados intray extracel ulares respectivamente.

A
Hor as Post infeccién
2 4 6 12 24

1 2 3 4 56 7 8 910 11 12
<«— 589 pb

Hor as Post infeccion
2 4 6 12 24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

<+— 623 pb



Determinacion semi-cuantitativa de la sintesis delos RNA Sy M en

infecciones con virus Andes.

Para determinar en forma semi-cuantitativa los niveles de RNA virales, se
determiné la eficiencia de los RT- PCR para los segmentos S y M utilizando
diluciones seriadas con cantidades iniciales conocidas de los RNA S y M (Figura 5
y tabla 4). Los valores de las tasas de amplificacion para las reacciones de los
segmento S y M fueron de 1,4550 y 1,4646, respectivamente. Considerando que
la tasa maxima de amplificacion tedrica para cada una de las reacciones es 2, se
determing la eficiencia del RT-PCR, siendo de 72,75 % para la reaccion de RNA S
y 73,32 % para RNA M. Posteriormente se logro determinar el nimero de copias
para las muestras intra y extracelulares a los distintos tiempos post infeccion.

A las 12 hrs pi y utilizando un MOI de 0,1pfu, se determiné 3,2 x 10° copias
de RNA S intracelular, es decir 107 copias de RNA/célula. Posteriormente,
aumenté rapidamente hasta alcanzar un plateau entre 27 y 30 x 10° copias de
RNA a las 120 y 144 hrs pi (Figura 6A). Por su parte, el segmento M comenzé a
detectarse a partir de las 48 horas pi con 12,6 x 10° copias de RNA totales o 420
copias RNA/célula. El RNA M aument6 hasta las 96 hrs pi con 2,17 x 107 copias
de RNA, es decir 725 copias RNA/célula; alcanzando luego el plateau entre 1,90 y
2,02 x 10’ copias de RNA (Figura 6A).

En la fraccién extracelular a las 48 hrs pi se detecté simultaneamente el
segmento S y M con valores de copias muy similares (Figura 6B). Asi, a las 48 hrs
pi habian 4,7 x 10° y 4,5 x 10° copias de RNA S y M respectivamente. A partir de

este periodo hasta las 96 hrs pi el nUmero de copias de ambos segmentos fue
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similar, alcanzado el plateau a las 96 hrs pi con 22,4 x 10°y 23,3 x 10° copias de

RNA de los segmentos S y M (Figura 7). Estos resultados muestran una
produccion extracelular equimolecular de los RNA S y M, lo que pone de
manifiesto que estos RNA provendrian de los viriones maduros liberados desde
las células infectadas al espacio extracelular.

A las 4 hrs p.i, utilizando un MOI de 2,5 pfu se detectaron intracelularmente
4,9 x 10° copias de RNA S o 166 copias de RNA/célula. Posteriormente, a las 12
hrs pi, el nimero de copias intracelulares aument6 a 2,41 x 10’ copias de RNA
totales u 803 copias RNA/célula (Figura 7). A las 24 hrs pi se detecté un nivel
méaximo de 2,99 x 10’ copias de RNA es decir 996 copias de RNA/célula. Por su
parte el fragmento M se detecté a partir de las 6 hrs pi con 4,01 x 10° copias de
RNA, es decir 138 copias RNA/célula. Al igual que para el fragmento S, el RNA M
aumentd rapidamente a las 12 hrs pi detectandose 1,36 x 10’ copias de RNA;
alcanzando su maximo valor a las 24 hrs pi con 2,86 x 10 copias totales o0 952
copias de RNA/célula. A las 12 hrs pi se observé un 76,7% mayor sintesis de RNA
S respecto de M; sin embargo, a las 24 hrs pi la sintesis de ambos fragmentos se
igualaron con solo una diferencia de 4,6% superior el fragmento S sobre el M

(Figura 7).
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Figurab

Determinacion de las tasas de amplificacion para el RT -PCR de los segmentos Sy M, utilizando cantidades
conocidas de RNA, en diluciones seriadas. La concentracion inicial del RNA (1x10°) para el segmento S fue

de 148,46 ng/m y para el segmento M fue de 156,32 ng/mi. El carril C corresponde al control positivoy el

carril M corresponde a marcador de tamafio molecular de 100 pb.
(A) RT-PCR con cantidades conocidas de RNA parael segmento S.
(B) RT-PCR con cantidades conocidas de RNA parael segmento M.

A
Dil1x10" 3 4 5 6 7 8 9 10 C M
589 pb
395 pb
B
Dil1xI0™ 3 4 5 6 7 8 9 10 C M
563 pb
441 pb

Tabla4
NUmero de copias de DNA y RNA de los segmentos Sy M a distintas diluciones seriadas.
Dilucion RNA S RNA M
del RNA  [""Ndmero copias | NGmero copias | NUmero copias | NUmero copias
DNA RNA DNA RNA

1x10™° 1,6407 x 10*2 1,41x10° | 1,1971x10'? | 1,05x 10°
1x10 1,5482 x 10*° 1,41 x 10° 1,1880 x 10™° 1,05 x 10°
1x10 1,4513 x 10*° 14.112.357 7,5967 x 10~ 10.528.546
1x10° 1,2769 x 104 1.411.236 7,0217 x 10™ 1.052.857
1x10 ' 5,2351 x 10~ 141.124 6,3151 x 10" 105.285
1x10°° 1,0312x 10+ 14.112 0 10.528
1x10 9,9047 x 10™° 1.411 0 1.053
1x10 0 141 0 105




Figura 6

Semi cuantificacion del nimero de copias de RNA de los segmento Sy M devirus Andes en células Vero E6
con MOI de 0,1 pfu alos distintos tiempos pi.

(A) Grafica del nimero de copias de RNA en la fraccion intracelular de células Vero E6 alas 0, 3, 6, 12, 24,

48, 72, 96, 120, 144y 168 hrsp.
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(B) Grafica del nimero de copias de RNA en la fraccion extracelular de células Vero E6 alas 0, 3, 6, 12, 24,

48, 72, 96, 120, 144 y 168 hrs p.
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Figura7
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Semi cuantificacion del nimero de copias de RNA intracelular de los segmentos Sy M de virus Andes en
células Vero E6 aun MOI de 2,5 pfu alos distintos tiempos pi.
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Cuantificacion de los niveles de RNA S, My L sintetizados en células Vero
E6 infectadas con virus Andes a MOl de 2,5 pfu.

A las 2 horas pi en las muestras intracelulares no hubo deteccion del RNA S
(figura 8 A carriles 1, 2, 3y 4) y solo partir de las 4 hrs p.i se detect6 RNA S con
9,25 x 10° copias totales, es decir 31 copias RNA/célula (figura 8 A carriles 5, 6, 7,
y 8). A las 6 y 12 hrs pi el numero de copias aumentd rapidamente,
cuantificandose 1,32 x 10° y 1,27 x 10 copias de RNA S, respectivamente; es
decir 41 y 425 copias RNA/célula (figura 8 A carriles 5 al 8 y 9 al 12). A las 24 hrs
pi el nimero de copias de RNA S aumenté hasta 6,52 x 10’ copias totales, es decir
2.173 copias de RNA/célula. Para las muestras de origen extracelular, no se
detectd la presencia de RNA S en ninguno de los tiempos estudiados (figura 8 A
carriles del 17 al 20).

El segmento M fue detectado a partir de las 6 hrs pi con un valor de 3,5 x
10° copias de RNA totales, es decir 12 copias de RNA/célula. A las 12 hrs pi el
nimero de copias aumenté cuantificando 6,5 x 10° copias de RNA totales, lo que
equivale a 217 copias de RNA/célula. Finalmente a las 24 hrs pi la sintesis del
fragmento M aumentd exponencialmente detectandose 7,37 x 10’ copias de RNA
totales, lo que corresponde a 2458 copias de RNA/célula. En el extracelular solo
se detecté RNA M a las 24 hrs pi con 7,1 x 10° copias de RNA totales.

El segmento L fue detectado a partir de las 4 hrs pi con 1,78 x 10° copias

de RNA totales, es decir 7 copias de RNA/célula. Este valor es inferior al calculado
para el fragmento S al mismo tiempo pi (figura 8 B carriles 1 al 4). Alas 6y 12 hrs
el nimero de copias de RNA L aumenté a 6,17 x 10° y 8,25 x 10° copias,

respectivamente. Finalmente a las 24 hrs pi se determinaron 8,17 x 10’ copias de
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RNA L, es decir 2.724 copias RNA/célula (figura 8 B carriles 16 al 20). Sélo las 24
hrs pi se detecté RNA L en el extracelular, determinandose 7,95 x 10° copias de

RNA (figura 8 B carriles 21 al 25).
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Figura8

QC-RT PCR paralos fragmento Sy L aun MOI de 2,5 a distintos tiempo pi.

(A) QC-RT PCR paralosfragmento S. Los carriles 1 al 4 corresponden alafraccion intracelular alas 2 hrs pi.
Los carriles 5 a 8 corresponden a la fraccién intracelular alas 4 hrs pi. Los carriles 9 a 2 corresponden a la
fraccion intracelular a6 hrs pi. Los carriles 13 a 16 corresponden alafraccion intracelular alas 12 hrs pi. Los
carriles 17 a 20 corresponden a la fraccién intracelular a las 24 hrs pi. El carril C corresponde a control
positivo de célulasinfectadas.

(B) QC-RT PCR paralosfragmento L. Los carriles 1 a 4 corresponden alafraccion intracelular alas 2 hrs pi.
Los carriles 5 a 8 corresponden a la fraccién intracelular alas 4 hrs pi. Los carriles 9 al3 corresponden a la
fraccion intracelular a6 hrs pi. Los carriles 14 al 17 corresponden ala fraccion intracelular alas 12 hrs pi. Los
carriles 18 al 22 corresponden alafraccion intracelular alas 24 hrsp.i. Los carriles 23 a 27 corresponden ala
fraccion extracelular alas 24 hrsp.i El carril Ccorresponde a control positivo de células infectadas.

En ambos casos €l carril M corresponde a a marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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Determinacion de RNA S en la fraccién extracelular

Los resultados anteriores mostraron diferencias en la presencia de RNA My
L en la fraccidon extracelular a un MOI de 2,5, pero no asi del fragmento S. Para
analizar si esta diferencia se debia a un problema de sensibilidad de los RT-PCR
de los distintos fragmentos virales, se realizaron amplificaciones para S, My L
con cantidades iniciales conocidas de RNA (figura 9). Para ello se realizaron
diluciones seriadas de la muestra intracelular tomadas a las 24 hrs pi con un MOI
de 2,5. En la reaccion de RT-PCR para el fragmento S se detectd hasta un minimo
de 374 copias iniciales de RNA (figura 9 carril 3). En la reaccion para el segmento
M se detectd hasta 425 copias de RNA (figura 9 carril 7) y finalmente, para el
segmento L se detectd hasta 469 copias de RNA (figura 9 carril 13).

Posteriormente, para verificar la reproducibilidad de los ensayos se volvié a
reamplificar la muestra extracelular de las 24 hrs pi con MOI 2,5. Para esto se
realizd un nuevo RT-PCR amplificando los segmentos S y M virales (figura 10 A).
Coincidente con lo resultados anteriores, el fragmento S fue detectado en la
fraccion intracelular (figura 10 A, carril 1), pero no fue posible pesquisarlo en el
extracelular (figura 10 A, carrii 2). En cambio, el RNA M se detectd
simultdneamente en la muestra intracelular (figura 10 A, carril 4) y extracelular
(figura 10 A, carril 5).

Para descartar un problema en la complementariedad en la secuencia de
los partidores de RNA S, que pudiese explicar una diferencia en las
amplificaciones en muestras extracelulares, se realizé un RT-PCR amplificando

otra zona del fragmento S. Para este ensayo se utilizaron los partidores S 185 y
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NH; que amplificaban un segmento de 1.086 pb (Esquema 1B). Ademas se
amplificaron lo segmentos M y L con los partidores previamente utilizados. El
tamafio del amplificado del segmento M fue de 626 pb y del fragmento L fue de
671pb (figura 10B). En el RT-PCR del fragmento M se pudo detectar RNA en la
muestra intracelular y en menor intensidad en la fraccion extracelular (figura 10B
carriles 4 y 5, respectivamente). El segmento L fue detectado en el intracelular
(figura 10B carril 7) y en el extracelular (figura 10B carril 8). El segmento S fue
detectado en la muestra intracelular correspondiente a las 24 hrs pi (figura 10B
carril 1), pero no fue detectado en el extracelular (figura 10B carril 2). Estos
resultados confirman la ausencia o el muy bajo nimero de copias de RNA del
segmento S en la fraccion extracelular.

Para indagar si el fragmento S se encontraba en baja tasa, se realizd un
Semi-Nested PCR, utlizando como templado las muestras amplificadas
correspondientes al segmento S intra y extracelulares de las 24 hrs pi (figura 10B
carriles 1, 2 y 3, 4, respectivamente). Los partidores utilizados para esta reaccion
fueron S 186y Ssrev (Esquema 4, parte B), los cuales amplificaron un segmento
de 410 pb. Para la reaccion de amplificacion se utilizaron las muestras intra y
extracelulares concentrada y diluida 1/10. Mediante estos ensayos se detectd
amplificacion en la muestras correspondiente al extracelular concentrada (figura

10C, carril 1) y en mayor intensidad con la muestra diluida 1/10 (figura 10C, carril

2). Al reamplificar la muestra intracelular, se detecté muy tenuemente
amplificacion al utilizar la muestras concentrada (figura 10C, carril 3), pero cuando

se diluyé 1/10 hubo una mayor amplificacion (figura 10C, carril 4). Estos



55

resultados podrian ser explicados por un efecto de inhibicion por exceso de DNA

en la reaccion.



Figura9
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Determinacion de sensibilidad de los RT-PCR paralos fragmentos S, M y L, utilizando cantidades conocidas
de RNA templado. Los carriles 5, 10 y 15 corresponden a controles positivos de la amplificacion de los
segmentos S, M y L respectivamente. Los carriles M corresponden a marcador detamafio molecular 100 pb.
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Figura 10

(A) RT-PCR delos segmentos Sy M de muestrasintracelularesy extracelulares correspondientes alas 24 hrs.
pi. Los carriles 1 y 4 corresponden a muestras de origen intracelular. Los carriles 2 y 5 corresponden a
muestras de origen extracelular. Los carriles 3y 6 corresponden a controles positivos de células infectados.
(B) RT-PCR de los segmentos S, M y L de muestras intracelulares y extracelulares correspondientes a las 24
hrs. pi. Los carriles 1, 4 y 7 corresponden a muestras intracelulares. Los carriles 2, 5y 8 corresponden a
muestras extracelulares. Los carriles 3, 6 y 9 corresponden a controles positosde S, M y L respectivamente.
(C) Semi-Nested PCR de muestras del segmento S intray extracelulares amplificada, correspondientes a las
24 hrs p.i con un MOI de 2.5. Los carriles 1 y 2 corresponden a la muestra extracelular concentrada y diluida
1/10 respectivamente y los carriles 3 'y 4 corresponden a la muestra intracelular concentrada y diluida 1/10
respectivamente. El carril 5 corresponde ala reaccion blanco.

El carril M corresponde aa marcador detamafio molecular de 100 pb.
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Efectos de antivirales en el ciclo replicativo del virus Andes a un MOI 0,1 pfu

Para evaluar el efecto de distintas drogas antivirales sobre el ciclo
replicativo de hantavirus Andes, previamente se evaluaron diferentes
concentraciones de drogas para evaluar el efecto de citotoxicidad en las células.
De acuerdo a los resultados obtenidos se encontr6 que la Actinomicina D a
concentraciones iguales o superior a 333 pg/m; la Cicloheximida a 417 pg/m; la

Puromicina a 1.667 pg/m y Tunicamicina a 417 pg/m eran toxicos para las células

Vero E6. La Ribavirina a ninguna de las concentraciones probadas fue téxica. Por

lo tanto, las drogas se usaron a las siguientes concentraciones finales:

Actinomicina D: 133 pg/n
Cicloheximida: 167 pg/m
Puromicina: 667 pg/m
Tunicamicina 167 pg/m

Ribavirina: 100 ng/mi
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Actinomicina D

Mediante el ensayo de Inmunofluorescencia indirecta con el suero policlonal
se detectd expresion de proteinas virales en zonas aisladas a partir de 48 hrs pi,
presentando una distribucion de antigenos predominantemente intracitoplasmatica
(figura 11 C). A las 96 hrs pi, alrededor del 50 a 60% de las células infectadas
expresaba antigenos virales. Ademas se \visualizd wuna distribucion de
fluorescencia intracitoplasmatica, pero en algunos casos una distribucién
perinuclear (figura 11E). La maxima expresion de las proteinas virales se detecto6 a
las 120 hrs pi, en donde la totalidad de las células expresaban antigenos virales
intracitoplasmatica y perinuclearmente (figura 11F). Utilizando el anticuerpo
monoclonal contra la proteina N, se pudo detectar expresion de antigenos virales
sélo en algunas células a partir de las 48 hrs pi (figura 12C). Posteriormente a las
72 hrs pi el nimero de células que expresaba el antigeno N aumenté (figura 12D).
A las 96 hrs pi gran parte de las células expresaba antigeno, mostrando una
distribucién predominantemente perinuclear (figura 12E). Finalmente a las 120 hrs
pi todas las células expresaba el antigeno N, pero en menor intensidad respecto al
observado al mismo tiempo pi utilizando el suero policlonal (figura 12F).

Mediante RT-PCR se detectdé RNA S en la fraccion intracelular a partir de
las 48 hrs pi (figura 13A carril 3), aumentando a las 72 hrs pi (figura 13A carril 5). A
partir de las 96 hrs pi la deteccion llegé al plateau, no presentando diferencia con
la muestra intracelular de las 120 hrs pi (figura 13A carriles 7 y 9). En el
extracelular se pesquis6 RNA del fragmento S sélo a partir de las 96 hrs pi (figura

13A carril 8), aumentando la deteccion a las 120 hrs pi (figura 13A carril 10). El
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segmento M fue detectado intracelularmente en forma muy tenue a las 48 hrs pi
aumentando a las 72 hrs pi (figura 13B carriles 3 y 5). Posteriormente a las 96 hrs
pi, la detecciéon del fragmento M intracelular lleg6 al plateau, no determinandose
una diferencia con las 120 hrs pi (figura 13B carriles 7 y 9). En el extracelular se
detectdé RNA M tenuemente a las 72 hrs pi, incrementando a las 96 y 120 hrs pi
(figura 13 B carriles 6, 8 y 10).

El segmento L se pesquisé intracelularmente a las 48 hrs pi (figura 13C
carril 3), al igual que el RNA de los segmentos Sy M. A las 72 y 96 hrs pi, la
sintesis de RNA L intracelular aumento6 en forma gradual y paulatina (figura 13 C
carriles 5, 7), llegando a un maximo a las 120 hrs pi (figura 13C carril 9). En la
fraccidon extracelular el RNA L se determiné a las 48 hrs pi (figura 13C carril 4),
incrementandose a las 72 y 96 hrs pi (figura 13C carriles 6 y 8). A las 120 hrs pi el
RNA L presentd la mayor sintesis, igual que lo observado en la fraccion

intracelular (figura 13C carriles 9 y 10).
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Figurall

Cinética de la expresion de antigenos virales totales de virus Andes, en células Vero E-6 utilizando
Actinomicina D. Parala deteccion del antigeno se utiliz6 un anticuerpo policlonal (antisuero de paciente)

(A) Células Vero E-6 no infectadas alas 24 hrs pi (B) Células Vero E-6 infectadas alas 24 hrs pi. (C) Células
Vero E6 infectadas a 48 hrs pi. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs pi. (E) Células Vero E6 infectadas a
96 hrspi. (F) Células Vero E6 infectadas alas 120 hrs pi. Para esta cinética se utilizo un M.O.1. de 0,1 pfu.

B
D

L
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FIGURA 12

Cinética de la expresion de la proteina N viral de virus Andes, en células Vero E6, utilizando Actinomicina
D. Paraladeteccién del antigeno se utilizé un anticuerpo monoclonal contrala proteina N.

(A) Células Vero E-6 no infectadas alas 24 hrs pi (B) Células Vero E-6 infectadas alas 24 hrs pi. (C) Células
Vero E-6 infectadas a48 hrs p.i. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs p.i. (E) Células Vero E6 infectadas a
96 hrs pi. (F) Células Vero E6 infectadas alas 120 hrs pi. Para esta cinética se utilizé un M.O.| de 0,1 pfu.
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Figura 13

Sintesisde RNA S, M y L en células vero E6 infectadas con virus Andes a un MOI de 0,1. Ademés se utilizd
Actinomicina D a una concentracion de 133 pg/m. (A) Cinética de expresion del fragmento S a distintos
tiempos pi. (B) Cinética de expresion del fragmento M a distintos tiempos pi. (C) Cinética de expresion del
fragmento L adistintostiempos pi. Para(A), (B) y (C) las muestrasintracelulares corresponden alos carriles:
1, 3,5, 7,9y las muestras extracel ulares corresponden alos carriles 2, 4, 6, 8, 10. Los carriles C corresponden
a controles positivos de células infectadas y los carriles M corresponden a marcador de tamafio molecular de
100 pb.
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Puromicina.

Mediante Inmunofluorescencia indirecta y utilizando el suero de paciente se
detectaron antigenos virales totales a partir de las 48 hrs pi (figura 14C),
aumentado rapidamente a las 96 y 120 hrs pi (figura 14E y F). La distribucion de
los antigenos presentd un patron intracitoplasmatico, pero en algunos casos
presentd distribucion perinuclear. Utilizando el anticuerpo monoclonal contra la
proteina N se detectdé una clara fluorescencia a &s 72 hrs pi, aumentando la
intensidad y el numero de células que expresaban antigenos virales a las 96 y
120 hrs pi (figura 15D, E 'y F). A las 120 hrs pi se observo fluorescencia distribuida
perinuclearmente (figura 15F). Al igual que para ActinomicinaD, la intensidad de la
fluorescencia visualizada con el anticuerpo monoclonal fue inferior a la observada
con el suero policlonal a los mismos tiempo pi (figura 14y 15 E).

Mediante RT-PCR, el segmento S fue pesquisado intracelularmente a las
72 hrs pi (figura 16A carril 5), aumentando a las 96 y 120 hrs pi (figura 16A carriles
7y 9). En la fraccidon extracelular el RNA del segmento S se detect6 a partir de las
72 hrs pi, pero en menor intensidad que en el espacio intracelular (figura 16A carril
6). Solo a las 120 hrs pi se detecté un aumento en la sintesis de RNA S
extracelular (figura 16A carrii 10). El segmento M se detectdo intra y
extracelularmente a las 96 hrs pi (figura 16B carriles 7 y 8), incrementando en
ambos casos a las 120 hrs pi (figura 16B carriles 9 y 10). Finalmente, el segmento
L fue detectado intracelularmente a las 48 hrs pi (figura 16C carril 3) y en forma
similar se determind en el extracelular al mismo tiempo pi (figura 16C carril 4). A

las 72 hrs pi, los niveles de RNA L intra y extracelular fueron similares a los
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observados a las 48 hrs pi (figura 16C carriles 5y 6), pero a partir de las 96 hrs pi
y hasta las 120 hrs pi se detectd un claro aumento en la sintesis de RNA

intracelular y extracelular (figura 16C carriles 7, 8, 9 y 10 respectivamente).



Figura 14

Cinética de la expresién de antigenos virales totales de virus Andes, en células Vero E-6 utilizando
Puromicina Parala deteccién del antigeno se utiliz6 un anticuerpo policlonal (antisuero de paciente)

(A) Células Vero E-6 no infectadas alas 24 hrs pi (B) Células Vero E-6 infectadas alas 24 hrs pi. (C) Células
Vero E-6 infectadas a 48 hrs pi. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs p.i. (E) Células Vero E6 infectadas a
96 hrs pi. (F) Células Vero E6 infectadas a las 120 hrs pi. Para esta cinética se utilizé un M.O.l de 0,1 pfu.




Figura 15

Cinética de la expresion de la proteina N viral de virus Andes, en células Vero E6 utilizando Puromicina.
Parala deteccién del antigeno se utiliz6 un anticuerpo monoclonal contralaproteinaN.

(A) Células Vero E-6 no infectadas alas 24 hrs pi (B) Células Vero E-6 infectadas alas 24 hrs pi. (C) Células
Vero E6 infectadas a 48 hrs pi. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs pi. (E) Células Vero E6 infectadas a
96 hrs pi. (F) Células Vero E6 infectadas alas 120 hrs pi. Para esta cinética se utiliz6 un M.O.l de 0,1 pfu.

F
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Figura 16

Sintesis de RNA de los fragmentos S, M y L en células vero E6 infectadas con virus Andes aun MOI de 0,1.
Ademas se utiliz6 Puromicina una concentracion de 667 pg/mi. @A) Cinética de expresion del fragmento S a
distintos tiempos pi. B) Cinética de expresion del fragmento M a distintos tiempos pi. (C) Cinética de
expresion del fragmento L a distintos tiempos pi. Para(A), (B) y (C) las muestras intracelulares corresponden
aloscarriles: 1, 3, 5, 7, 9y las muestras extracel ulares corresponden alos carriles 2, 4, 6, 8, 10. LoscarrilesC
corresponden a controles positivos de células infectadas y |os carriles M corresponden a marcador de tamafio
molecular de 100 pb.
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Tunicamicina.

Con el suero policlonal se detecto la presencia de antigenos virales en
algunas células aisladas a partir de las 48 hrs pi (figura 17C), aumentando a las 72
hrs pi (figura 17D). A las 96 hrs pi alrededor del 50% de las células expresaban
antigenos (figura 17E), y a las 120 hrs pi casi la totalidad de las células
expresaban proteinas virales. Las células presentaron un patron de fluorescencia
intracitoplasmatico y perinuclear (figura 17F). Con el anticuerpo monoclonal contra
la proteina N se pesquisoé la presencia de antigenos virales en algunas células a
partir de las 24 hrs pi (figura 18B) manteniéndose a las 48 hrs pi (figura 18C). A las
72 hrs pi el numero de células que expresaban la proteina N incrementd (figura
18D). Finalmente a las 120 hrs pi gran parte de la células expresaban antigenos N
con una distribucion predominantemente perinuclear (figura 18F).

Por RT-PCR se determiné la presencia del RNA S a partir de las 24 hrs pi
(figura 19A carril 1), posteriormente la sintesis de RNA S intracelular aumento en
forma progresiva a las 48, 72, 96 y 120 hrs pi (figura 19A carriles 3,5, 7y 9). En la
fraccion extracelular sélo se detectd RNA S a las 120 hrs pi (figura 19A carril 10).
El segmento M, se pesquiso intracelularmente a partir de las 72 hrs pi (figura 19B
carril 5) y al mismo tiempo en el medio extracelular (figura 19B carril 6). A las 96
hrs pi la sintesis de RNA aumentd en el medio intra y extracelular (figura 19B
carriles 7 y 8). A las 120 hrs pi la sintesis de RNA M se mantuvo constante para
ambas fracciones (figura 19B carriles 9 y 10). El segmento L intracelularmente fue
escaso a partir de las 48 hrs pi (figura 19C carril 3), aumentando a las 72 hrs pi
(figura 19C carril 5). Posteriormente, a las 96 y 120 hrs pi la sintesis de RNA se

mantuvo constante (figura 19C carriles 7 y 9). Extracelularmente, el RNA L fue
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detectado a las 72 hrs pi (figura 19C carril 6), no presentando diferencias con la
muestra de las 96 hrs pi (figura 19C carril 8), pero se observo un incremento de

la sintesis alas 120 hrs pi (figura 19C carril 10).
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Figura 17

Cinética de la expresién de antigenos virales totales de virus Andes, en células Vero E-6 utilizando
Tunicamcina. Parala deteccién del antigeno se utilizd un anticuerpo policlonal (antisuero de paciente)

(A) Células Vero E-6 no infectadas alas 24 hrs pi (B) Células Vero E-6 infectadas alas 24 hrs pi. (C) Células
Vero E6 infectadas a 48 hrs pi. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs pi. (E) Células Vero E6 infectadas a
96 hrs pi. (F) Células Vero E6 infectadas a las 120 hrs p.i. Para esta cinética se utilizé un M.O.I de 0,1 pfu.
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Figura 18

Cinética de la expresion de la proteina N viral de virus Andes, en células Vero E-6 utilizando Tunicamicina.
Parala deteccién del antigeno se utiliz6 un anticuerpo monoclonal contralaproteinaN.

(A) Células Vero E6 no infectadas a las 24 hrs pi (B) Células Vero E6 infectadas a las 24 hrs p.i. (C)
Células Vero E6 infectadas a 48 hrs pi. (D) Células Vero E6 infectadas 72 hrs pi. (E)Células Vero E6
infectadas a 96 hrs pi. (F) Células Vero E6 infectadas a las 120 hrs pi. Para esta cinética se utilizé un M.O.|

de 0,1 pfu.
A B
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Figura 19

Sintesisde RNA S, M y L en células vero E6 infectadas con virus Andes a un MOI de 0,1. Ademés se utilizé
Tunicamicina a una concentracién de 100 ng/m. (A) Cinética de expresion del fragmento S a distintos
tiempos pi. (B) Cinética de expresiéon del fragmento M a distintos tiempos pi. (C) Cinética de expresion del
fragmento L adistintostiempos pi. Para(A), (B) y (C) las muestrasintracelulares corresponden alos carriles:
1, 3,5, 7,9y las muestras extracel ulares corresponden a los carriles 2, 4, 6, 8, 10. Los carriles C corresponden
a controles positivos de células infectadas y 1os carriles M corresponden a marcador de tamafio molecular de
100 pb.
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Cicloheximida.

Mediante inmufluorescencia indirecta, utilizando el suero policlonal vy el
anticuerpo monoclonal contra la Nucleoproteina, no se detectd antigenos virales a
ningun tiempo pi.

Utilizando RT-PCR se determind la presencia intracelular del ssgmento S
en forma muy tenue a las 72 hrs pi (figura 20A carril 5), aumentado muy
lentamente a las 96 hrs pi (figura 20A carril 7). A las 120 hrs pi el RNA S present6
una mayor sintesis (figura 20A carril 9). En la fraccion extracelular no fue posible
pesquisar RNA S en ningun tiempo pi (figura 20A carriles 2, 4, 6, 8, y 10). Al igual
gue el RNA S, el segmento M no fue detectado en ninguna de las muestras de
origen extracelular pero si en la fraccion intracelular de las 120 hrs pi (figura 20B
carril 9). El fragmento L se encontré débilmente a las 96 hrs pi en la fraccion
intracelular (figura 20C carril 7), aumentd a las 120 hrs pi (figura 20C carril 9). Al
igual que para los fragmentos S y M, el fragmento L no fue detectado en ninguna
muestra de origen extracelular de los distintos tiempos pi. (figura 20C carriles 2, 4,

6, 8, y 10)

Ribavirina.

En los ensayos realizados con ribavirina, no fue posible detectar la
presencia antigenos virales en las células Vero E6 a los distintos tiempo pi.

Por RT-PCR no se determiné presencia de RNAs de los segmentos S, M y
L en las muestras intra y extracelulares de las 24, 48, 72, 96 y 120 hrs p.i (figura

21A, By C).
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Figura 20

Sintesis de RNA de los fragmentos S, M y L en células Vero E6 infectadas con virus Andes a un MOI de 0,1.
Ademés se utilizd Cicloheximida a una concentracion de 167 pg/m. (A) Cinética de expresion del fragmento
S adistintos tiempos pi. (B) Cinética de expresion del fragmento M a distintos tiempos pi. (C) Cinética de
expresion del fragmento L a distintos tiempos pi. Para(A), (B) y (C) las muestrasintracelulares corresponden
aloscarriles: 1, 3, 5, 7, 9y las muestras extracel ulares corresponden alos carriles 2, 4, 6, 8, 10. LoscarrilesC
corresponden a controles positivos de células infectadas y los carriles M corresponden a marcador de tamafio
molecular de 100 pb.
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Figura2l

Sintesis de RNA de los fragmentos S, M y L en células Vero E6 infectadas con virus Andes aun MOI de 0,1.
Ademés se utilizd Ribavirina a una concentracion de 100ng/m. (A) Cinética de expresion del fragmento S a
distintos tiempos pi. B) Cinética de expresion del fragmento M a distintos tiempos pi. (C) Cinética de
expresion del fragmento L a distintos tiempos pi. Para(A), (B) y (C) las muestras intracelulares corresponden
aloscarriles: 1, 3, 5, 7, 9y las muestras extracel ulares corresponden alos carriles 2, 4, 6, 8, 10. LoscarrilesC
corresponden a controles positivos de células infectadas y los carriles M corresponden a marcador de tamafio
molecular de 100 pb.
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589 pb
B
Horas Post infecciéon
24 48 72 96 120
1 2 34 56 78 910 M C
<+— 623pb

C

Horas Post infeccién

24 48 72 96 120

1 23 4 56 78 910 M C
— 671pb
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Discusiéon

Para estudiar la expresion y la sintesis de proteinas y RNAs virales se
realizaron infecciones en células Vero E6 a un MOI de 0,1 pfu con cepa Andes
CHF7913. Mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales
para las proteinas N y G1 se determind la expresion intracelular de la proteina N a
partir de las 24 hrs pi y de la glicoproteina G1 a partir de las 48 hrs pi. La proteina
N en los primeros dias pi presentd una distribucion predominantemente
intracitoplasmatica, pero al transcurrir la infeccién se detecté asociadas a zonas
perinucleares. Estudios realizados con el virus Hanta Black Creek Canal,
mostraron que la distribucion de la proteina N esta asociada predominantemente a
las zonas perinucleares, esta relacién seria producto de la interaccion de
antigenos virales con microfilamentos celulares (Rabkov y cols, 2001 y 1998). Por
otro lado, el virus Haantan presenta una distribucion de la proteina N
predominantemente intracitoplasmética (Kariwa y cols, 2003). En esta tesis se
determind que el virus Andes presentd una distribucion de la proteina N
intracitoplasmatica en los primeros dias pi, pero posteriormente, en etapas mas
avanzadas esta proteina estaba asociada a zonas perinucleares, concordante con
lo visto para el virus Black Creek Canal.

Por otra parte, en las mismas condiciones experimentales los fragmentos

de RNA S y M fueron detectados a partir de las 12 y 48 hrs pi. Es decir los RNAs
de los distintos fragmentos fueron detectados antes o simultAineamente que la
expresion de las proteinas N y G1. Especificamente, el RNA S fue pesquisado 12

hrs antes que la expresién de la proteina N y el RNA M y la glicoproteina G1
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fueron determinados simultdneamente a las 48 hrs pi. Kariwa y cols (2003)
demostraron que al realizar infeccion con virus Seoul, a un MOI de 0,33 pfu, la
proteina N se detectaba a partir de las 2 hrs pi y la glicoproteina G2 a partir de las
8 hrs pi; ademas la sintesis del RNA S fue a partir de las 2 hrs pi, es decir, en
forma simultanea a la expresion de la proteina N. Estos resultados muestran que
en ambas cepas de virus Hanta, primero hay una expresion de la proteina N y mas
retrasado en el tiempo la aparicion de la glicoproteina G1. Otros investigadores
han sefialado que la cepa Asiatica Hantaan tendria una expresion de proteinas
virales mas lenta respecto de otros bunyavirus; detectandose éstas no antes de
las 6 hrs pi (Schmaljohn CS y cols, 1984). En la actualidad, no esta claro los
factores moleculares que regularian estas diferencias en las distintas cepas de
virus Hanta.

En el espacio extracelular se detectaron simultdneamente los RNA Sy M a
partir de las 48 hrs pi, con 22.4 x 10® y 23,3 x 10° copias de RNA S y M
respectivamente. Los resultados mostraron una equivalencia equimolecular de
RNA S y M hasta las 120 hrs pi. Esta relacion puede ser atribuida a la presencia
de particulas viricas maduras liberadas al extracelular por las células infectadas a
los distintos tiempos pi. Ademas se observo que la presencia de los distintos
fragmentos de RNA en el espacio extracelular fue posterior a la acumulacion de

estos RNAs dentro de las células infectadas.. Cuando se aumenté la dosis

infectiva y se utiliz6 un MOI de 2,5 pfu se observd un desplazamiento en la
deteccion de RNA de los fragmentos S y M, detectandolos a partir de las 4 hrs pi
para el fragmento S y a las 6 hrs pi para el fragmento M. Esto demostré que a una

mayor MOI se produce un acortamiento del periodo de aparicion de los
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fragmentos virales intracelulares, y se mantiene la aparicién del fragmento S antes
del fragmento M. Ademas al utilizar un MOI de 2,5 pfu, se observo la ausencia de
RNA S en el medio extracelular, pero la presencia del segmento My L a las 24 hrs
pi en el sobrenadante. A partir de los resultados mostrados se puede sugerir que
la liberacion de las particulas viricas maduras no estaria directamente relacionada
con un aumento en la dosis infectiva. Para analizar mas en detalle los resultados
gue mostraban la presencia de los segmentos M y L en el medio extracelular y la
ausencia de S a un MOI de 2,5 pfu, se determindé la sensibilidad de los RT-PCR de
los distintos fragmentos. Estos resultados mostraron una sensibilidad similar de las
distintas reacciones, detectdndose hasta 374 copias de RNA S, 425 copias de
RNA M y 479 copias de RNA L. Por lo tanto, los resultados sefialan que la
ausencia del fragmento S en el extracelular no seria explicada por una diferencia
en la sensibilidad de los RT-PCR, sino que por una disminucion del fragmento S
en viriones maduros liberados al extracelular. Para descartar que esta diferencia
fuese debido a un problema en la reaccion de unién de los partidores al RNA
templado, se decidi6 amplificar una zona distinta del RNA S. Los resultados
mostraron que usando un par de partidores distintos, tampoco se observo
amplificacion del RNA S. Esto sugiri6 que el RNA S no estaba presente en
extracelular o quizas en un nivel muy bajo. Para averiguar si el RNA estaba en un
bajo nivel, se realizd6 un nested PCR con el producto ya amplificado. Los
resultados mostraron amplificacién en el Nested PCR, lo que siguiere que a un
MOI de 2,5 se sintetizaron particulas viricas madura liberadas al extracelular en
dos poblaciones virales distintas. Una de ellas, con la ausencia del fragmento S 'y

la otra con la presencia de los tres fragmentos virales (S, M y L), pero en menor
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namero respecto al grupo viral que no posee lo tres segmentos. Se ha
comunicado la presencia de particulas viricas deleteadas dentro del ciclo
replicativo del virus Seoul (Meyer B y Schmaljhom C, 2000), pero hasta el
momento no se ha descrito la presencia de poblaciones viricas distintas con virus
Andes. Estos resultados muestran que al realizar infecciones con virus Andes a un
MOI bajo, no seria posible detectar las distintas poblaciones virales, pero al
aumentar el valor de MOI, se detectarian los dos grupos virales. Al revisar los
resultados podemos sugerir que al aumentar el MOI la produccién de particulas
viricas se veria afectada, lo que podria explicarse por una elevada tasa de error en

el proceso de formacion de las particulas viricas.

Hutchinson K y cols (1996) realizaron cuantificaciones de RNA S y M en
infecciones de células Vero E6 a un MOI de 6 pfu con virus Sin Nombre
detectando RNA del segmento S y M a las 4 y 8 hrs pi, respectivamente. Al
homologar los valores a una MOI de 0,1 pfu, se determind un nivel de plateau de
300-325y 125-150 copias de RNA/célula de los respectivos fragmentos. Al realizar
infecciones en Vero E6 con virus Andes a un MOI de 0,1se determind un plateau
de 950-1,000 y 650-700 copias de RNA/célula intracelular de S y M. Estos
resultados sugieren que con un MOI similar de virus Andes respecto a Sin
Nombre; Hantavirus Andes produciria una mayor sintesis de los fragmentos Sy M
a los distintos tiempos pi, lo cual sugiere que Andes tendria un crecimiento in
vitro mas rapido y en mayor nivel que Sin Nombre. Estos hallazgos son muy
interesantes de continuar estudiando con mayor profundidad, ya que sugiere una

mayor virulencia in vitro de virus Andes respecto de Sin Nombre. Quizas ello
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podria ayudar a entender, al menos en parte, la diferencia en agresividad que se
ha sugerido para ambas cepas virales (Toro J y cols, 1998). Las infecciones con
virus Sin Nombre son prevalentes en Norteamérica y tienen una tasa de
mortalidad cercana al 30%; en cambio en Chile las infecciones con virus Andes
son prevalentes con una tasa de mortalidad cercana al 48% (Galeno y cols, 2002).
Ademas, solo en el caso de infecciones con virus Andes se ha reportado la
transmision de persona a persona (Padula P y cols, 1998).

Con la finalidad de determinar en forma mas exacta el numero de copias de
RNA S, M y L en las distintas muestras intracelulares y extracelulares se
implementd un sistema de RT-PCR competitivo cuantitativo (QC-RT-PCR). Este
método se basa en la competencia entre el RNA templado de la muestra y un RNA
templado control con delecion (Gillland G y cols, 1990). Al realizar la
determinacion de carga viral de los distintos fragmentos en la cinética de infeccién
utilizando un MOI de 2,5 se determind que a las 4 hrs pi se cuantificaron alrededor
de 31 copias de RNA/célula, comparado con las 166 copias de RNA/célula
determinadas semi cuantitativamente. Mediante RT-PCR se determiné que el
namero de copias de RNA del fragmento S fluctuaba entre 31 y 2172 copias de
RNA/célula durante los dias pi, y para el fragmento M variaron desde 12 a 2457
copias de RNA/célula. Todos los valores cuantificables de S y M fueron menores
en el nimero de copias en las distintas muestras intra y extracelulares de los
diferentes dias pi, pero solo la muestra de las 24 hrs pi tuvo un aumento de
alrededor de 2,8 veces respecto de la estimacion semicuantitativa del RNA Sy de
2,57 veces para el RNA M. Los resultados mostrados permiten afirmar que los

valores cuantificados por QC-RT-PCR son mas exactos debido a que las
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variaciones inherentes en las condiciones experimentales de cada ensayo fueron
controladas y afectaron de la misma forma al RNA templado de la muestra como
al RNA templado competidor. Ademas en los ensayos de semicuantificacion y de
QC-RT-PCR se determind la tendencia en la sintesis de RNA, las cuales fueron
similares, manteniéndose las diferencias con el virus Sin Nombre lo que
demuestra la concordancia de ambos resultados. (Hutchinson K 'y cols, 1996)

Para estudiar mas en detalle el ciclo replicativo de Andesvirus se realizaron
infecciones en células Vero E6 a un MOI de 0,1 pfu, incorporando distintos drogas
las cuales tenian implicancias en el proceso replicativo del virus.

La ribavirina es un potente antiviral que produce mutaciones en virus RNA
como por ejemplo virus Polio. Severson W y cols (2003) sefialaron que utilizando
ribavirina a una concentracién de 12 ng/ul en infecciones en células Vero E6 con
virus Seoul y a un MOI de 0,1 y 0,01 pfu, disminuia la sintesis del RNA S
mensajero a las 24, 48 y 72 hrs pi. Ademas demostraron que la ribavirina produce
mutaciones en el RNA S de virus Seoul a una tasa de 9,5 de cada 1000
nucleédtidos. Otros investigadores han reportado que al utilizar ribavirina a una
concentracion de 100 ng/m, y manteniéndola durante 5 dias en el cultivo celular,
se inhibe la sintesis de RNA en virus Seoul.(Murry M y cols, 2001). A diferencia de
lo observado por Severson con virus Seoul, al realizar infecciones con Andesvirus
a un MOI de 0,1 pfu y adicionado ribavirina a una concentraciéon de 100 ng/ul; es
decir, 8,3 veces mas que lo agregado en infecciones realizadas por Severson con
virus Seoul, se observo una total inhibicion en la sintesis de los fragmentos S, M y

L, no detectdndose ninguno de ellos por RT-PCR en las muestras intra y
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extracelulares. Esto es similar a lo observado por Murphy al utilizar la ribavirina a
una concentracion de 100 ng/m. Estos resultados muestran que al aumentar la
concentracion de ribavirina en cultivos in vitro se inhibiria la sintesis de los
distintos tipos de RNAs, ya sea complementarios, virales o0 mensajeros.

La Actinonomicina D es un antibiético que se une no covalentemente al
DNA entre pares de bases C-G centrales, inhibiendo la trascripcion en e ucariontes
y procariontes. Ramaswany R y Kolakofsky D (1988) observaron que antes de las
24 hrs pi a un MOI de 20 a 50 pfu con el virus La Crosse y adicionando 5 ng/m de
actinomicina D no afectaba la sintesis de RNA S mensajero. Previamente Short N
y cols (1982) mostraron que la actinomicina D tendia a disminuir la expresion de
las proteinas p50, pl6, y pl3, ademas de las proteinas N, G1, G2 y L de
Bunyamwera. Nuestros resultados muestran que la actinomicina D a una
concentracion de 0,133 ng/m en infecciones con virus Andes se retrasaria la
sintesis de RNA S, M y L intracelular, detectandose solo a partir de las 48 hrs pi
intracelularmente, a diferencia de lo observado en la sintética de infeccion a MOI
0,1, sin la presencia de ninguna droga, donde se detect6 RNA a partir de las 24
hrs pi. En el extracelular se detecté primeramente L, seguido de M y finalmente S.
La expresion de las proteinas se detectdé simultdneamente a las 48 hrs pi
utilizando el anticuerpo monoclonal y el antisuero de paciente, lo que pone en
evidencia la expresion del conjunto de proteinas virales involucradas en el ciclo
replicativo de virus Andes. No se observo alteraciones en la expresion de

proteinas virales a los distintos tiempos pi.
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La puromicina es un inhibidor de la sintesis de proteinas causante de una
prematura terminacion de las cadenas proteicas, ya que actia como un analogo
de la regién 3" terminal de los aminoacil tRNA. Eshita y cols, realizaron andlisis de
los distintos RNAs S y M virales mensajeros involucrados en los procesos de
trascripcion y traduccion en Bunyavirus. Ellos demostraron que al agregar
puromicina a una conce ntracion de 100 ng/nt existe una inhibicion en la sintesis de
RNA mensajero S y RNA viral S, al igual que para el fragmento M. Al realizar
infecciones con virus Andes en Vero E6 y utlizando puromicina a una
concentracion 150 veces inferior a la utilizado con Bunyavirus, pudimos observar
un retraso en la sintesis de los distintos RNA virales. Es asi, como el fragmento S
fue detectado intra y extracelularmente a partir de las 72 hrs pi y el fragmento M
fue detectado 24 hrs después que el fragmento S en el intra y extracelular.
Nuevamente se observd un desplazamiento de 24 hrs pi en la sintesis de RNA Sy
M. A diferencia de los otros dos fragmentos, el fragmento L fue detectado a partir
de las 48 hrs pi en el intracelular y en el sobrenadante. Estos resultados siguieren
gue en presencia de la droga se estarian produciendo particulas defectivas
liberadas al extracelular, al igual que lo visto en las infecciones con un mayor MOI.
La expresion de proteinas mostré6 una relacion directa con la sintesis de los
fragmentos virales, determinando sélo a las 48 y 72 hrs pi la presencia de la
proteina N en las células infectadas con el suero policlonal y el anticuerpo
monoclonal, respectivamente. La tunicamicina es una droga que inhibe la
glicosilacion de proteinas al competir con el transportador glicosidico dodecil

pirofosfato. Algunos estudios realizados con virus Hantaan muestran que al tratar
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las células con tunicamicina se reduce drasticamente la expresion de la proteina
G2, en tanto que la proteina G1 no seria detectada (Schmaljohn C y cols, 1983).
Nosotros observamos que en infecciones con virus Andes Yy utlizando
tunicamicina a una concentraciéon de 0,167 ng/m, los RNAs intracelulares no son
afectados, apareciendo el RNA S a las 24 hrs pi seguido del segmento L y M a las
48 y 72 hrs pi respectivamente. La sintesis de RNA S y M intracelular seria similar
a la observada en las infecciones sin utilizar ning una droga. Esto muestra que la
tunicamicina no afecta la sintesis de los distintos RNAs intracelulares. A nivel
extracelular hubo deteccion de RNA S solo a las 120 hrs piy de RNA My L a partir
de las 72 hrs pi. Estos resultados siguieren que la tunicamicina afectaria el
proceso de glicosilacion de las proteinas G1 y G2, lo que significaria una
deteccion tardia de RNA en el extracelular. EI RNA viral extracelular esta
directamente relacionado con la presencia de particulas viricas y por consiguiente
con las glicoproteinas G1 y G2 presentes en la envoltura viral. Por lo tanto si no
existe glicosilacion de proteinas virales, no habria liberacion de particulas viricas
maduras al extracelular y por ende no habria o se retrasaria la deteccion de RNA
de los distintos fragmentos virales. Esto explicaria el desplazamiento en la
deteccion del RNA en el extracelular.

La cicloheximida es otra droga que bloguea la traducciéon de RNA
mensajeros, inhibiendo la peptidiltransferasa sobre la subunidad 60 S ribosomal.
Estudios han descrito que en infecciones de células BHK-21 con Bunyavirus y en
presencia de cicloheximida a una concertacion de 100 ng/m, existe una inhibicién

en la sintesis de RNA viral S y M. (Eshita y cols, 1985). En los ensayos realizados
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con virus Andes y a una concertacion de cicloheximida mucho menor (alrededor
de 600 veces menos) la sintesis de RNA M fue totalmente inhibida en las
muestras intra y extracelulares, al igual que lo comunicado para Bunyavirus
(Eshita y cols, 1985). A diferencia de lo observado para M, los fragmentos Sy L
fueron detectados en forma muy tenue a las 72 y 96 hrs respectivamente,
aumentando la sintesis a las 120 hrs pi en ambos casos. Este aumento en la
sintesis de RNA se explicaria por la degradacion de la droga en el cultivo celular.

Estos resultados reflejan en parte el proceso replicativo in vitro de la cepa
Andes aislada a partir de un paciente. Ademas demuestran que el virus Andes
tiene una cinética de sintesis de RNA y expresion de proteinas similares, aunque
con diferencias, a otras cepas de Hantavirus. Sin embargo, ellos sugieren que el
crecimiento in vitro del virus Andes seria mas rapido que el virus Sin Nombre.

Es importante destacar las proyecciones de los estudios realizados, ya que
en investigaciones sucesivas se podria desarrollar ensayos con la finalidad de
esclarecer mas en detalle el proceso replicativo de virus Andes , al igual que

evaluar la susceptibilidad del virus a determinadas drogas.
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Conclusiones

Durante el ciclo infectivo in vitro normalmente se sintetizan primero el RNA
S, luego los RNAs M y L.

En los primeros dias post infeccion con virus Andes se determiné una
distribucién antigénica intracitoplasmatica; y posteriormente se observo
una distribucién antigénica asociada al aparato de Golgi.

Hantavirus Andes tendria una mayor sintesis de los tres segmentos de RNA
viral respecto a lo previamente informado para Hantavirus Sin Nombre, lo
que se reflejaria en una mayor sintesis de virus Andes durante el ciclo
infectivo in vitro.

Algunas drogas mostraron un claro efecto inhibitorio en el ciclo replicativo
del virus Andes. La cicloheximida inhibié la sintesis de proteinas virales,
produciendo un retardamiento en la sintesis de RNAs S, My L. La ribavirina

inhibid la sintesis de los distintos RNAS virales.
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