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Introduccion

El GB virus C (GBV-C) es un virus formado por una Unica cadena de RNA que pertenece a
la familia Flaviviridae [1, 2]. Esta relacionado con el virus de la hepatitis C ya que tiene una
organizacion gendmica y una homologia en la secuencia muy proxima a este virus

hepatotropico [3].

Debido a que este virus y el virus del inmunodeficiencia humana (HIV) comparten las vias
de transmision, el virus GBV-C esta presente, en elevada proporcién, en personas infectadas

con el virus del HIV.

En los ultimos afios, se han publicado numerosos trabajos en los que se han asociado la co-
infeccion del GBV-C y el HIV con una menor progresion de dicha enfermedad asi como
con una mayor supervivencia de los pacientes una vez que el Sindrome de la

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) se ha desarrollado [4-6].

El mecanismo por el cual el virus GBV-C ejerce un “efecto protector” en los pacientes con
HIV todavia no ha sido establecido. Se ha visto que la infeccion por el virus GBV-C puede
alterar in vivo la homeostasis de las células T a través de diversos mecanismos, gque incluyen
la modulacion de las quimiocinas, la liberacion de las citoquinas y la expresion de los
correceptores (CCR5 y CXCR4), asi como la disminucion de la activacion de células T, lo
cual puede contribuir a mejorar los resultados clinicos de los pacientes infectados con HIV
[7]. Los estudios in vitro, ademas, confirman estas observaciones clinicas y demuestran un
efecto inhibitorio del GBV-C en la replicacion del virus del HIV [8].

Por todo ello se plantea como un estudio de interés la interaccion entre los virus GBV-C y
HIV ya que podria dar lugar al desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento
del SIDA.



Introduccion

1 EIGBV-C

En 1967 un cirujano de Chicago con iniciales GB contrajo una hepatitis aguda de origen
desconocida. Mas de 3 décadas después, en abril de 1995, el grupo farmacéutico
estadounidense Abbott Laboratories inform6 de un nuevo virus humano encontrado en el
suero de un paciente con hepatitis no-(A-E). Lo llamaron GB virus C (GBV-C) en base a las
similitudes en la secuencia de nucleétidos con dos virus, llamados GB virus Ay B (GBV-A
y GBV-B) [1, 9] que fueron descubiertos en primates que desarrollaron la hepatitis después

la inoculacion del suero del cirujano estadounidense GB [10].

Al mismo tiempo, los investigadores de la empresa farmacéutica estadounidense Genelabs
Tecnologies descubrieron un virus en el plasma de un paciente con hepatitis cronica que
llamaron virus de la hepatitis G (HGV) [2, 9]. El analisis del genoma de las secuencias de
GBV-C y HGV revel6 un 96% de homologia, indicando que eran dos aislados del mismo
virus [1, 2, 9]. Posteriormente, se investigaron diversas poblaciones de individuos con riesgo
de sufrir enfermedades hepaticas, y no se identificé ninguna relacion entre el virus GBV-C y
la hepatitis [11], es decir el virus GBV-C no causaba hepatitis y por ellos se ha desestimado

el término de hepatitis G.

1.1 Clasificacion y organizacion del genoma

El virus GBV-C se clasifica como un miembro de la familia Flaviviridae en base a su
secuencia de nucle6tidos y su organizacion genémica [3], aunque no se atribuye a ningun de
los tres géneros de la familia. Recientemente, se propuso que el virus GBV-C, junto con el
virus GBV-A, formara un cuarto género dentro de la familia Flaviviridae llamado
'Pegivirus' [12].
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Figura 1: Modelo de la estructura del virus GBV-C. Poliproteina del virus GBV-C que contiene la
region no codificada (5’UTR y 3’UTR; UTR=untranslated region) y la region que codifica para las
proteinas: E1, E2, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a y N5b. Fuente: PRN Notebook (www.pm.org).

La organizacion del genoma del GB virus C es similar a la del virus de la hepatitis C (HCV)
[3]. Presenta una cadena positiva de RNA (9,4 kb) [1-3] con una regién no traducida (NTR)

en el extremo 5', seguida por una zona que codifica por una poliproteina de

aproximadamente 3000 aminoacidos. A continuacidn se encuentra la region NTR 3' que esta

implicada en la replicacion del RNA. La poliproteina presenta dos proteinas estructurales

(E1, E2) y cuatro no estructurales (non-structural, NS) (Figura 1). Entre estas ultimas, una

helicasa RNA dependiente (NS3), una proteasa (NS4) y una polimerasa RNA dependiente

(NS5) [3].
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En el virus GBV-C, a diferencia del HVC, todavia no se ha identificado una proteina que
codifique para la nucleocapside. Sin embargo, la caracterizacion microscopica y biofisica de
la particulas del virus en plasma sugiere la existencia de dicha estructura [13].

El principal sitio de replicacion del virus GBV-C no estd completamente caracterizado.
Aungue a diferencia de HVC, el GBV-C parece ser linfotrpico, ya que se ha visto que se
replica in vitro en linfocitos T y B obtenidos de individuos infectados por GBV-C [14].

Los primeros estudios encontraron RNA del GBV-C en muestras de higado humano, lugar
de replicacion de los virus de hepatitis. Sin embargo, en estudios posteriores se encontré una
cantidad de RNA del virus GBV-C mayor en la sangre en comparacion con la hallada en el
higado, lo que sugiri6 que este Gltimo no podia ser el lugar de la replicacion [3]. Ademas, se
encontraron cadenas de RNA del GBV-C en la médula dsea y en el bazo sugiriendo un sitio
hematopoyético por la replicacion del virus. Aungque no se ha encontrado RNA del virus en
linfocitos de sangre periférica, se ha demostrado su replicacion in vitro en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) [3]. Estos resultados sugieren la posibilidad de
que las células progenitoras de los linfocitos representen la via principal de replicacién del
GBV-C.

1.2 Prevalencia y transmision

La infeccidn activa por el virus GBV-C puede identificarse mediante la deteccion de RNA
en el suero, mientras que la deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina de envoltura E2
GBV-C es indicativa de la infeccién pasada [11, 15].

A diferencia de HVC, para el virus GBV-C no es comun la deteccion simultadnea de RNA
viral y anticuerpos de la proteina E2 u otras proteinas virales [4, 16, 17]. En un estudio de
una cohorte de pacientes infectados por HIV, s6lo el 1,8% de los casos con viremia del
GBV-C presentaban también anticuerpos anti-E2, mientras que el 75% de los pacientes que

tenian anticuerpos anti-E2, no presentaban RNA del virus GBV-C [4]. En general, se
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detectaron mas anticuerpos anti-glicoproteina de envoltura E2 en personas sin viremia

activa en comparacion con aquellas que si la presentaban [17].

La infeccion por GBV-C es frecuente y se distribuye en todo el mundo. Al igual que el
HCV, el GBV-C puede permanecer durante muchos afios sin ninguna evidencia de sintomas
clinicos o enfermedad, tanto en pacientes inmunodeprimidos como en la poblacion sana [3,
11]. Estudios epidemioldgicos [3, 12] han demostrado que en los paises desarrollados, el 1-
5% de los donantes de sangre presentaban infeccion por el virus GBV-C en el momento de
la donacion, mientras que en los paises en vias de desarrollo més del 20% de los donantes de
sangre estaban infectados. La Food and Drug Administration (FDA), agencia del gobierno
de los Estados Unidos responsable de la regulacion de alimentos, medicamentos y
cosméticos, no obliga a la deteccion del virus GBV-C en la sangre de los donantes, ya que la
presencia de este virus no estd asociada con ninguna enfermedad hepética. En base a la
prevalencia del virus GBV-C y al nimero de transfusiones de sangre, aproximadamente

1000 personas podrian recibir diariamente sangre con GBV-C en los EE.UU. [18].

Al igual gue otros virus linfotrépicos, el virus GBV-C se transmite por via sexual, vertical y
por una exposicién a sangre contaminada [19]. En consecuencia, es muy frecuente la
coinfeccidon con el GBV-C en pacientes con otras infecciones de transmisién sexual o
parenteral. Por ejemplo, la prevalencia de GBV-C es aproximadamente del 20% en personas

con infeccidn croénica por el HCV y del 20- 40% en individuos que son HIV-positivos [3].

A pesar de la prevalencia de la infeccién del GBV-C en la poblacion general y su efecto
beneficioso en los individuos infectados por el HIV, actualmente no estdn disponibles
pruebas de diagnostico comerciales para detectar la viremia del GBV-C o la presencia de

anticuerpos contra las proteinas estructurales del virus.
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2 Virus del HIV

El virus del HIV, es el agente infeccioso causante del SIDA. El virus provoca, al atacar a los
linfocitos CD4, la destruccion del sistema inmunitario del paciente afectado, dejandolo
expuesto a la agresion de numerosas infecciones oportunistas que pueden conllevar la
muerte prematura del paciente.

Se cree que el SIDA se origind en Africa, donde monos y simios albergan un virus similar al
HIV llamado SIV (virus de inmunodeficiencia en simios), y lleg6 inicialmente a los seres
humanos a través de chimpancés salvajes que viven en Africa central. Aunque sigue siendo
una incognita el como pudo la enfermedad cruzar la barrera de las especies, la teoria mas
extendida es que se contrajo a partir de personas que cazaron y comieron chimpancés

infectados.

En 1981 se descubrieron los primeros casos de SIDA, y en 1983 se identifico el HIV como
agente etioldgico de dicha enfermedad. Aunque un estudio retrospectivo, realizado con
sueros almacenados en distintas partes del mundo, mostré que el primer caso de infeccién
por HIV fue en Zaire en 1959 [20].

En 1986, se identificd un segundo agente viral, parecido al HIV en casi el 50% de su
genoma, que fue denominado HIV-2 [21].

El HIV, hoy conocido como HIV-1, es el tipo mas extendido en el mundo, mientras HIV-2
es menos comin y se encuentra localizado solo en determinadas zonas de Africa occidental.
Las principales vias de transmision del HIV-1 son la sexual, la parenteral y la vertical.
Mientras que la mayoria de los paises desarrollados la principal via de contagio del virus es
la homosexual [22]. En los paises del tercer mundo predomina la transmision heterosexual
[23].

El diagndstico de la infeccion por el HIV-1 se realiza habitualmente mediante la deteccion
de anticuerpos contra el virus: en primer lugar se emplea un test comercial de ELISA, vy si

éste es positivo se efectda un test confirmatorio, generalmente un Western Blot.

8
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La infeccion por el HIV-1 empieza a manifestarse con sintoma de mononucledsis, que
coincide con la aparicion de anticuerpos contra el virus pocas semanas después del contagio,
aungue en muchos casos este cuadro pasa totalmente inadvertido. Los sujetos infectados
quedan completamente asintomaticos durante unos afos, hasta que la progresiva depleccién
de linfocitos T CD4 vy el deterioro inmunol6gico que se produce facilita el desarrollo de
infecciones oportunistas, neoplasias y otras enfermedades caracteristicas del SIDA, que

finalmente pueden conducir a la muerte prematura.

2.1 Composicion y estructura de los viriones maduros de HIV-1 y su ciclo de
vida

El HIV-1 es un virus RNA clasificado dentro de la familia de los retrovirus humanos
(Retroviridae) y que pertenece al género Lentivirus [24, 25].

El HIV-1 (Figura 2) estd formado por una membrana lipidica en la que se insertan las
glicoproteinas de envoltura gp120 y gp41. EI material genético, formado por dos copias de
RNA con polaridad positiva, se localiza dentro de la cépside viral y se encuentra
estabilizado a través de complejos con la proteina de la nucleocapside, p7, (NU). Las
enzimas esenciales para la replicacion viral, transcriptasa inversa (TI), proteasa (PR) e
integrasa (IN), ademéas de las proteinas reguladoras (Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr, Vpu) se
encuentran situadas en el interior de la capside [26-28].

El HIV-1 infecta principalmente los linfocitos T CD4", pero también en menor medida a los
monocitos/macrofagos, las células dendriticas, las células de Langerhans y las células

microgliales.
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Figura 2: Esquema corte transversal del virus del HIV-1. Fuente:http://www.cobach-elr.com.

La replicacion del HIV-1 se puede dividir en dos fases: una fase temprana y una fase tardia
(Figura 3):

v La fase temprana comienza con la entrada del virus en la célula huésped tras la
union de la glicoproteina de la envoltura gp120 del HIV-1 al receptor celular CD4"
y finaliza con la integracion del DNA viral dentro del genoma del huésped.
Esta fase tiene lugar en ausencia de la expresion de genes virales, constituyendo asi
un periodo de latencia que se mantiene hasta que un estimulo externo activa la
expresion y la replicacion viral.

v’ La fase tardia comienza con la transcripcion y procesamiento del RNA a partir del
DNA viral integrado y acaba con la liberacién de los viriones al medio extracelular,
donde sufren un proceso de maduracién que da lugar a la formacion de viriones

maduros infectivos.
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Figura 3: Esquema de replicacion del HIV-1 [29].

2.2 Reconocimiento y fusion celular del HIV-1

El primer paso de infeccion por el HIV-1 es el reconocimiento de la glicoproteina de
envoltura gpl20 por el receptor CD4 [30] expresado principalmente en los linfocitos T,
macréfagos y células dendriticas. Después, el complejo CD4-gp120 interacciona con los
correceptores de quimiocinas, principalmente, CCR5 y/o CXCR4 [31]. La union al

correceptor promueve un cambio conformacional en gp120 lo que permite que esta se
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despliegue promoviendo asi un cambio conformacional de otra glicoproteina presente en la
envoltura virica, la gp41 [32].

La glicoproteina gp41 es la principal responsable del proceso de fusion de la membrana del
HIV-1 con la célula diana. Si se analiza de forma lineal la estructura de gp41, en su extremo
N-terminal se encuentra el dominio correspondiente al péptido de fusion, cuyo caracter
hidrofébico permite su insercion en la membrana celular. A continuacién se encuentran las
regiones repetidas HR1 (“heptad-repeat 1) y HR2 (“heptad-repeat 2”), que presentan
aminoacidos con un patrén de repeticion caracteristico de 7 residuos (abcdefg), de los cuales

[P

los correspondientes a las posiciones “a”y “d” son aminoacidos hidrofébicos.

En el virion libre, la glicoproteina gp41 tiene una conformacion no fusogénica, pero cuando
la gpl20 se une a su receptor, la glicoproteina gp4l sufre un cambio conformacional
(prehorquilla intermedia) de manera que queda expuesto el péptido de fusion insertandose
éste en la membrana de la célula diana. Tras la insercién, la HR-2 se pliega en tres
helicoides sobre las tres HR-1 formando una estructura de seis hélices (horquilla trimérica,
6HB) cuyo objetivo es acortar mas la distancia entre el virus y la célula hasta poner en

contacto ambas membranas que acaban fusionandose (Figura 4).

a Coreceplor
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pcpndes A
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Figura 4: Esquema del reconocimiento y fusion celular del virus HIV-1 [33].

La estructura cristalografica de la glicoproteina gp4l del HIV-1 revela que se asocia
formando trimeros simétricos y que cada monomero estd formado por dos hélices o unidas
mediante un lazo. Las hélices a-amino terminal de cada mondémero forman el ndcleo central

de una hélice superenrollada (coiled coil) paralela y las tres hélices a-carboxi terminal se
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empaquetan alrededor del nicleo de manera antiparalela. EI ndcleo presenta una cavidad
hidrofobica en la region c-terminal de la HR-1 que interacciona con tres residuos
hidrofébicos conservados (Trp-628, Trp-631 y Ile-635) de HR-2, que forman un dominio
llamado PBD (pocket-binding domain). Esta interaccion parece ser crucial para la
estabilidad de la horquilla trimérica y por eso un posible candidato para el desarrollo de
terapias anti-HIV-1 [34, 35]. Estudios recientes sugieren que también el motivo QIWNNMT
(621-627), localizado en la region terminal del HR-1, adyacente al PBD, estd implicado en
la formacidn y estabilizacion de la 6HB [36]. Estudios de cristalografia [37] del complejo
peptidico formado por la secuencia (621-652) de la HR-2 y el péptido T-21 de la regién HR-
1 han demostrado que los residuos Met-626 y Thr-627 forman una estructura inusual de
gancho (definida también M-T hook), que resulta ser crucial en la estabilizacion de la
interaccion entre el PBD de la HR-2 y la cavidad hidrofébica de la HR-1. Mediante estudios
de mutagénesis se ha demostrado que estos residuos (Met-626 y Thr-627) son esenciales
para la fusién celular mediada por el HIV-1 y la entrada del virus en la célula. Asi, la
estructura de gancho M-T se ha propuesto como un elemento critico en el disefio de
inhibidores de la fusion del HIV-1 [38].

3 Interaccion de GBV-C con HIV-1

3.1 Estudios clinicos

Tras el descubrimiento del GBV-C, se han publicado numerosos trabajos en los que se
asocia la co-infeccién de este virus y el HIV-1 con una menor progresion de dicha
enfermedad y una mayor supervivencia de los pacientes que ya han desarrollado el SIDA [4,
6, 11, 39-42]. Estudios realizados en un estadio avanzado (> 5 afios) de la infeccién por
HIV-1 (n = 1294 pacientes), asocian el GBV-C con una reduccion de aproximadamente 2,5
veces la mortalidad causada por HIV-1 [43]. En otros trabajos, el GBV-C se ha relacionado
con un aumento de la respuesta inmunitaria, una menor carga viral del HIV-1, y un retraso

en la progresion del SIDA [11, 39-41]. La infeccion por GBV-C se relacioné con una mejor
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respuesta a la terapia de antirretrovirales en los individuos infectados por el HIV-1 [20, 24,
25]. La viremia del GBV-C se asoci¢ también con una reduccion de la transmision vertical
de madres a hijos del HIV-1 en las mujeres embarazadas, sobre todo cuando el recién nacido
se infectaba por el GBV-C durante el parto [44]. Por otra parte, otros estudios no observaron
este efecto beneficioso [45, 46]; aunque cabe destacar que éstos estudios se llevaron a cabo
durante los primeros estadios del HIV-1, o se realizaron después de tratamientos eficaces

contra este virus.

A pesar de que en numerosos estudios se ha observado un efecto protector de la infeccion
por el GBV-C en los individuos con HIV-1, el mecanismo por el cual el GBV-C produce
esta inhibicién todavia no esta del todo establecido. Varios estudios in vivo e in vitro
sugieren que la infeccion por GBV-C puede interferir tanto en la replicacion del virus, como

en los factores de la célula huésped que sostienen el ciclo de replicacién del virus.

3.2 Interaccion del GBV-C con los receptores de entrada del HIV-1

Estudios han relacionado una progresion mas lenta de la enfermedad causada por HIV-1 con
una expresién menor de los dos principales correceptores de la entrada del virus del HIV-1
en las células (CCR5 y CXCR4) y a su vez con niveles mas elevados de los ligandos de
estos correceptores [MIP-1a (CCL3), MIP-18 (CCl4), RANTES (CCL5) y SDF-1
(CXCL12)] [47, 48]. En personas coinfectadas por GBV-C y HIV-1 se ha observado una
menor expresion de CCR5 y CXCR4 [49]. Estudios in vitro confirmaron esta observacion
clinica, el GBV-C disminuia la expresion de CCR5 y CXCR, inducia ligandos de los
correceptores e inhibia la replicacién de aislados de HIV-1 con tropismo X4 y R5,

respectivamente [50].

3.3 Interaccion del GBV-C con la respuesta inmunitaria

Otros posibles mecanismos que relacionan el virus GBV-C con una menor progresion del

virus del HIV-1 incluyen:
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1. Potenciacion de los mecanismos inmunes innatos. La respuesta inmune innata juega

un papel importante en el control de la infeccion causada por el HIV-1 [51]. Las
células dendriticas (pDC), que son los principales productores de interferones a
(IFN-a) durante la infeccién viral, suprimen la replicaciéon de éste virus [52]. La
pDC se reducen con frecuencia durante la infeccion por el HIV-1y la disminucion
del IFN-a se cree contribuye a la patogénesis del virus [53, 54]. Estudios in vitro
demuestran un aumento de la frecuencia de pDC activadas [55] y de la expresion de
IFN [56] durante la infeccion por el GBV-C, lo que sugiere que éste virus altera la
inmunidad innata. Aunque el mecanismo por el cual el virus mejora la respuesta
inmune innata esta aun sin explorar.

2. Reduccién de la activacion de los linfocitos por el GBV-C. La disfuncién inmune y

la activacion de la respuesta inmune crénica son los rasgos caracteristicos de la
infeccion causada por el virus del HIV-1y la progresién del SIDA. La activacién de
la respuesta inmunitaria involucra a los linfocitos T y B y concretamente a las
células con los receptores CD4" infectadas por el HIV-1. Estudios recientes revelan
que la co-infeccion HIV-1/GBV-C amortigua la activacion de células T [30, 31, 64].
El mecanismo por el cual el GBV-C reduce la activacién inmune no esta todavia
caracterizado. Estudios realizados sugieren que el virus GBV-C altera las vias de
sefializacion y la proliferacion de la Intrleucina-2, la citoquina, que promueve la
activacion de células T, la proliferacion y estd implicada en la replicacion del virus
del HIV-1 [57, 58].

3. Interaccion con las citoquinas de los linfocitos T colaboradores. La respuesta

inmune mediada por los linfocitos T colaboradores (Thl) esta afectada por la
presencia del HIV-1. Los niveles de citoquinas de las células Thl se reducen en
individuos seropositivos, mientras que las citoquinas de las Th2 aumentan [59]. Se
ha demostrado que la co-infeccion GVB-C con HIV-1 esta relacionada con niveles

estables de Thl, y una disminucién de Th2 en comparacién con individuos
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monoinfectados por el HIV-1 [60, 61]. Ademas, estos estudios sugieren que el
GBV-C puede promover la diferenciacion de Thl e inducir citoquinas Thl
especificas, que son protectoras contra la infeccion del HIV-1, y que la proteina
NS5A estd implicada en este efecto.

4. Inhibicién de la apoptosis de los linfocitos CD4" por el GBV-C. La proteina Fas es

una citoquina que se expresa en linfocitos T activados, en células NK (natural
killer), en neuronas y en astrocitos e induce a la apoptosis de éstas.

Los pacientes seropositivos tienen un mas alto nivel de linfocitos que expresan Fas
en comparacion con las personas no infectadas [62], causando una disminucién de
células T CD4" [63]. Estudios demuestran que la frecuencia de los linfocitos que
expresan Fas es significativamente menor en los pacientes seropositivos co-
infectados con GBV-C [62], lo que sugiere que el GBV-C puede proteger contra la

muerte celular a los linfocitos T CD4" durante la infeccion por el HIV

3.4 Inhibicion de la replicacion del HIV-1 por el GBV-C

Varios estudios in vitro han demostrado que la expresion de la glicoproteina estructural E2 y
la fosfoproteina NS5A del GBV-C en células T CD4" inhiben la replicacion del HIV-1 [64-
68]. Por otra parte, se ha determinado que ciertos péptidos derivados de la proteina E2
interfieren con la unién y la fusion celular del virus [69]. Ademas, se han publicado estudios
biofisicos que han definido que determinados péptidos sintéticos derivados de la proteina E1
GBV-C, que interactian con el péptido de fusion del virus [70], podrian inhibir la entrada
del HIV-1 en la célula huésped. Otros estudios demuestran que la proteina NS5A del GBV-

C disminuye la expresion de los receptores CD4 [71].

Recientemente, se han utilizado anticuerpos anti-proteina de envoltura E2 del GBV-C para
inmunoprecipitar particulas de HIV-1 y neutralizar aislados del HIV-1 con tropismo X4 y

R5 [72], lo que sugiere que ésta proteina puede contener algin motivo inmunégenico similar
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a alguno del HIV-1 causando asi una reactividad cruzada. Esto explicaria la union de los

anticuerpos anti-E2 al HIV-1y su inhibicion.

4 Terapias actuales contra el HIV-1

Los farmacos antirretrovirales disponibles en la actualidad acttan en varias etapas del ciclo

vital del HIV-1 y pertenecen a cinco grupos principales:

v

Los Inhibidores Nucledsidos/Nucledtidos de Transcriptasa Inversa (INTI o
INTR) constituyeron el primer tipo de medicamento disponible para tratar la
infeccion del HIV-1 en 1987. Los INTI interfieren con la accién de la transcriptasa
inversa viral.

Los Inhibidores No Nucleésidos/Nucleétidos de Transcriptasa Inversa (INNTI
0 INNTR) aparecieron en 1996, cuando la monoterapia con INTI dejo de ser eficaz
por la aparicién de resistencias. Al igual que los INTI, los INNTI inhiben la
replicacion del HIV-1 interaccionando con la transcriptasa inversa.

Los Inhibidores de la proteasa aprobados en 1995, inhiben la replicacion del HIV-
1 interaccionando con la proteasa viral.

Los Inhibidores de la Fusién e Inhibidores de la entrada que inhiben la fusién
del HIV-1 en las células. Un inhibidor de fusion es el T20 que fue autorizado en
2003 so6lo para ser utilizado por personas que ya han probado otros tratamientos. El
T20 difiere de otros antirretrovirales en que necesita ser inyectado (de lo contrario
es digerido en el estbmago). En 2007, un nuevo inhibidor de la entrada conocido
como Maraviroc® fue autorizado en los Estados Unidos. Este nuevo antirretroviral
bloguea al correceptor CCR5 en las células inmunolégicas humanas, previniendo
que el HIV-1 se adhiera a la superficie de las células.

Los Inhibidores de la integrasa. EI medicamento, que se integraria en este grupo
es el Raltegravir®, que fue aprobado en 2007 e inhibe la integrasa, impidiendo que

el HIV-1 inserte su material genético en las células humanas.
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Para que sean realmente eficaces, estos medicamentos deben emplearse en
combinaciones, lo que se conocen como “tratamiento antirretroviral de gran actividad”
(TARGA).

5 Péptidos inhibidores del HIV-1

En los Gltimos afios, se han dedicado numerosos esfuerzos al desarrollo de péptidos
sintéticos como inhibidores del virus del HIV-1.

La principal ventaja de los péptidos sintéticos como agentes terapéuticos es su baja
toxicidad y la versatilidad que presentan las secuencias peptidicas a ser modificadas,

pudiendo mejorar asi su distribucion en el organismo y, por tanto, su eficacia.

Se han estudiado y se siguen estudiando en la actualidad un gran namero de péptidos
como inhibidores del virus del HIV-1 que acttuan impidiendo la entrada del virus a
las células (Tabla 1). El principal beneficio de este tipo de inhibidores es que pueden
actuar como profilacticos, es decir pueden evitar la infeccion primaria y la
integracion del genoma viral en el genoma de la célula huésped. Esto implicaria una
reduccion del riesgo de sufrir efectos secundarios y, ademas, se evita el

establecimiento y el mantenimiento de reservorios virales latentes.

La mayoria de los péptidos que inhiben la entrada del HIV-1 a la célula huésped son
derivados de las regiones HR-1 y HR-2 de la glicoproteina de envoltura gp41 del HIV-1.
Los péptidos mas activos poseen secuencias derivadas de la region HR-2 [73]. EI T-20 o
Enfurtivide®, inhibidor del virus del HIV-1 aprobado en el 2003 para uso clinico [74], es un
péptido sintético de 36 aminoacidos, derivado del epitopo conservado de la region HR-2 de
la glicoproteina gp41, que mediante su unién competitiva a la region HR-1 del gp41l evita
gue ésta se una a la region HR-2 viral y, por tanto, favorece que no se forme la estructura en

horquilla trimérica que precede la fusion del virus a la célula [73, 75, 76].
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Tabla 1: Estructura primaria de péptidos inhibidores de la entrada del HIV-1 a la célula.

Péptidos inhibidores derivados de la region HR-2 de la gp41 del HIV-1

T20 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
C34 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL
MT-C34 MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL
T1249 WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF
SFT SWETWEREIENYTKQIYKILEESQEQQDRNEKDLLE
CP621-652 QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQ
CP32M VEWNEMTWMEWEREIENYTKLIYKILEESQEQ
SC22EK WEEWWDKKIEEYTKKIEELIKKS

MT-SC22EK MTWEEWWDKKIEEYTKKIEELIKKS

Péptidos inhibidores no derivados de la gp41 del HIV-1

(PIE7)s (KGACDYPEWQWLCAA);
(PIE12)s (HPCDYPEWQWLCELGK);
VIRIP LEAIPMSIPPEVKFNKPFVF
VIR-567 (LEAIPCSIPPEFLFGKPFVF),
VIR-353 LEAIPCSIPPCFLFNKPFVF

Desde la aparicion del T-20, han surgido nuevos péptidos inhibidores de la glicoproteina
gp41, el T-1249 o Tifuvirtide® y el T-649 [77, 78], analogos al T-20 y el C34, que incorpora
mas aminoacidos de la regién N-terminal que el T20. Aunque el C34 presenta mayor
actividad anti-HIV-1, asi como una susceptibilidad reducida a desarrollar resistencias en
comparacion con el T-20, éste ha sido excluido como posible farmaco anti-HIV-1 debido a
su poca solubilidad en medios acuosos [79]. A diferencia del T-20, el C34 posee en su
secuencia un fragmento que se une al HR-1, e incluye el dominio hidrofébico PBD, por lo

tanto, inhibe la formacion de la horquilla trimérica, que es, como se ha descrito en los

19



Introduccion

anteriores apartados, la estructura que la glicoproteina gp41 asume para fusionarse con las
membranas celulares [34].

El T-20, debido a su caracter peptidico, presenta una baja biodisponibilidad por via oral y
una rapida degradacion por parte de las proteasas. Por lo tanto, se administra por via
subcutanea. Ademas, a pesar de derivar de una regién conservada del virus, ya han
aparecido mutantes resistentes. Para evitar esta desventaja, se han desarrollado la segunda y
tercera generacion de péptidos inhibidores del HIV-1 con la finalidad de aumentar la
estabilidad y la potencia del T-20. Entre ellos, hay que mencionar el T-1249 o Tifuvirtide® y
el Sifurtide (SFT). EI T-1249, desarrollado por la empresa Trimeris, ha mostrado una mejor
actividad anti-HIV-1 contra las resistencias en comparacion con el T20 [80, 81]. Aunque el
péptido alcanzd la fase clinica Il, su desarrollo clinico se detuvo en el 2004 debido a la
dificil formulacion del farmaco [82]. Ademés, han aparecido mutantes resistentes a este
inhibidor [83].

El SFT, desarrollado por la empresa Fusogen, recientemente ha completado la fase clinica Il
en China, y se ha demostrado gque presenta una excelente eficacia en reducir la carga viral y
aumentar el namero de células T CD4 [84, 85]. Se ha demostrado, también, su potente
actividad anti-viral contra un amplio rango de aislados con tropismo R5 y X4, y sobre todo
contra mutantes resistentes al T-20 y al T-1249 [86]. Ademds, se ha determinado la
estructura cristalografica del SFT en el complejo que forma con la regién HR-1 y se han
determinado los residuos responsables de su actividad [86]. Debido a su potente actividad
antiviral asi como la seguridad y la tolerancia demostrada en ensayos clinicos,
recientemente se ha evaluado la eficacia anti-HIV-1 del SFT formulado como gel para su
administracion por via tdpica [87]. Los resultados han demostrado que el gel SFT es un
producto eficaz, seguro y estable, y que podria ser probado como microbicida vaginal o

rectal en ensayos clinicos, para prevenir asi la transmisién sexual del HIV-1.
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Otro péptido inhibidor de la fusién del virus en la célula es el péptido CP621-652, que posee
en su secuencia el motivo QIWNNMT que, como se ha descrito previamente, es una
secuencia de aminodcidos localizada en la region terminal del HR-1, adyacente al PBD [36].
Se ha demostrado que el péptido CP621-652 es un potente inhibidor de la fusién del HIV-1,

capaz de inhibir la formacion de la 6HB de manera dosis-dependiente [88].

Otros estudios recientes han determinado que algunos aminoacidos de la secuencia primaria
del CP32 no son importantes para la actividad y estabilidad del péptido, y por eso se han
sustituido para mejorar de este modo la solubilidad y la interaccion del péptido con la region
HR-1. Como resultado, se ha disefiado el péptido CP32M que muestra una potente actividad
anti-viral contra aislados virales con tropismo R5 y doble tropismo R5X4, asi como contra

mutantes del virus resistentes a los inhibidores peptidicos T-20 y C34 [89].

El CP621-652 y el CP32M contienen los residuos Met-626 y Thr-627 en su estructura
primaria, adoptando la estructura de gancho M-T, que mejora sustancialmente la estabilidad
de la unidon de estos inhibidores a la cavidad hidrofébica de la gp4l [37, 38]. Para
comprobar la funcion estructural de este determinante critico, se adicionaron los residuos
Met-626 y Thr-627 al extremo amino-terminal del péptido C34 [38]. El péptido resultante,
MT-C34, mostraba un incremento significativo de la actividad anti-viral asi como de la
estabilidad. Teniendo en cuenta estos resultados, que parecen demostrar que la estructura M-
T es un elemento estructural fundamental para aumentar la eficacia de un péptido inhibidor,
se ha planteado el disefio de una nueva generacién de péptidos HR-2 inhibidores de la
fusion. De este modo, en un intento de disefiar péptidos inhibidores de la fusion de longitud
corta, con elevada afinidad para la cavidad hidrofébica de la gp41, se han incorporado los
dos residuos del gancho M-T en el extremo amino-terminal de una pequefia secuencia
peptidica de la region HR-2, SC22EK [37]. Aunque SC22EK mostraba una menor actividad

anti-viral comparada con la secuencia SC34EK, derivada del C34 [90, 91], la adicion de
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Met-626 y Thr-627 a la secuencia SC22EK inhibia la fusion celular del HIV-1 y la infeccion
a un nivel comparable a péptidos mas largos, como C34, T-1249 y SFT.

Por otra parte, se han disefiado también péptidos inhibidores de fusién que no derivan de
dominios de la gp41. Concretamente, se han disefiado D-péptidos, secuencias formadas por
D-aminodcidos, que se unen especificamente al bolsillo HR-1 de la gp4l con elevada
afinidad [92]. Estos D-péptidos presentan una mayor vida-media, biodisponibilidad por via
oral y resistencia a la degradacion de proteasas respecto a otros inhibidores de fusion. Se ha
descrito que el D-péptido trimérico, llamado PIE7 (pocket-specific inhibitor of entry 7) es un
potente inhibidor de la entrada de aislados virales con tropismo X4 y R5 a concentraciones
nanomolares [93]. Recientemente, el mismo grupo ha reportado el disefio y la
caracterizacion de un nuevo D-péptido inhibidor de la entrada del virus, el trimero-PIE12,

con una potencia inhibitoria significativamente incrementada [94].

También se ha demostrado que un péptido aislado de hemofiltrados humanos, denominado
VIRIP [95], interacciona con el péptido de fusion del gp4l, que como se ha descrito
previamente, es una regién altamente conservada del extremo amino-terminal de la
glicoproteina gp41 [95]. El VIRIP es un péptido de 20 aminoacidos, derivado de la a-1
antitripsina, que inhibe la replicacion del HIV-1 a concentraciones inferiores a las del T-20,
lo que lo convierte en un agente terapéutico muy atractivo. La modificacion de la secuencia
peptidica mediante la formacion de un puente disulfuro intermolecular aumenta
considerablemente la actividad anti-HIV-1 del péptido [96]. Este péptido derivado del
VIRIP, llamado Vir-567, ha entrado en la fase clinica I/1l. Con el propdsito de confirmar la
especificidad y el mecanismo de accion del VIRIP, se han seleccionado in vitro y
caracterizado virus resistentes al analogo VIR-353 [97, 98]. Estos estudios han permitido
identificar cuales eran las mutaciones responsables de la reduccion de la susceptibilidad al

VIR-353 y al VIRIP, y ningunas de estas mutaciones se encontraba en la secuencia del
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péptido de fusion del gp4l, sugiriendo que el péptido de fusion no es la diana directa del
VIRIP [97, 99].

Otros péptidos, que no se basan en la secuencia de aminoacidos de la glicoproteina gp41,
derivan de proteinas del virus GBV-C y se han descrito como posibles inhibidores de la
infeccion por el HIV-1. Se ha demostrado que la proteina E2 y la fosfoproteina NS5A del
GBV-C inhiben la replicacién in vitro del HIV-1 [100], y podrian intervenir en la entrada
del virus a la célula. Concretamente, la proteina E2 del GBV-C inhibe la entrada del
pseudovirus HIV [64, 69].

Estudios de diferentes grupos de investigacion han demostrado que varios dominios de la
proteina E2 interfieren con la entrada del virus en las células mediante diferentes
mecanismos. En nuestro grupo, la Unidad de Sintesis y Aplicaciones Biomédica de Péptidos
(USIBAP) del IQAC-CSIC en Barcelona, se ha demostrado que existen varios dominios
peptidicos de la E2 que interaccionan con el péptido de fusion del HIV-1 [69, 101]. Por otro
lado, Eissmann y cols, han demostrado que ciertas secuencias derivadas del extremo amino-
terminal de la glicoproteina E2 se unen a la region del loop de la gp4l [102]. Ademas, el
grupo de investigacion del Prof. Stapleton, recientemente ha identificado una regién de la
proteina E2 del GVB-C la cual estaria implicada en la inhibicion del HIV-1 [68, 103].
Concretamente, este grupo ha demostrado que esta regién, el péptido E2(276-292), no
inhibe la replicacion del HIV-1 a no ser que esté fusionada con el dominio de trasduccién de
la proteina TAT. Otros estudios biofisicos anteriores realizados en nuestro grupo USIBAP
demostraron que la region E2(279-298), que incluye la regién que inhibe el HIV-1, esta
implicada en la fusion del GBV-C a membranas [104-106]. Por lo tanto, parece ser que esta
region afecta la fusién celular del HIV-1 a través de mecanismos de fusién de membranas
compartidos entre los dos virus [68]. Estos estudios confirman la hip6tesis de que la

proteina E2 del GBV-C interfiere con la entrada del HIV-1, pero faltan todavia muchos
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estudios para caracterizar el mecanismo mediante el cual los péptidos E2 del GBV-C
inhiben la entrada del virus del HIV-1.

En nuestro grupo, ademas de trabajar con los dominios peptidicos de la proteina E2, se
realizaron ensayos biofisicos para analizar el papel de varias secuencias peptidicas
correspondientes a la proteina de envoltura E1 del virus GBV-C como potenciales
inhibidores del péptido de fusion del HIV-1. Se ha podido demostrar que algunos péptidos
interaccionan con el péptido de fusion inhibiendo su actividad [70, 107-109], demostrando
asi su utilidad como punto de partida para el disefio de nuevos péptidos inhibidores de la
entrada del HIV-1.

6 Interaccion virus-célula

El primer paso para que se produzca una infeccion de un virus a una célula consiste en la
union de las proteinas estructurales del virus con los receptores de membrana especificos de
la célula, que pueden ser proteinas, lipidos o carbohidratos. Una vez que se ha producido
esta unidn, la entrada del virus a la célula puede realizarse mediante endocitosis o bien, por
fusion de la envoltura viral con la membrana celular [110]. Si se produce la entrada por el
segundo mecanismo, la fusion se produce debido a unas glicoproteinas especificas del virus.
Al unirse a la membrana celular se produce un cambio conformacional, convirtiendo la
proteina en fusogénica. La regién de la proteina que directamente interacciona con la
membrana se ha denominado “péptido de fusiéon” y es esta region la que desencadena el
proceso de entrada en la célula [111]. Los péptidos de fusidn de los diferentes virus, aunque
son distintos, comparten caracteristicas comunes [112]. Ademas de los péptidos de fusion,
existen otras regiones en las glicoproteinas que también intervienen en el proceso de fusion
[113-115].
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6.1 Péptido de fusién

Los péptidos de fusion suelen estar formados por una secuencia de unos 20 aminoacidos.
Contienen aminoacidos de pequefio tamafio como la alanina y la glicina en elevada
proporcion, lo que les confiere una mayor plasticidad y una mayor interaccion con las
membranas bioldgicas, y una proporcién de aminoacidos hidrofébicos elevada [116, 117].
Los péptidos de fusion se unen a la membrana celular y deshidratan la bicapa externa,
consiguiendo reducir la barrera energética al formar un intermediario lipidico mas curvado
(stalk) y, asi finalmente conseguir la fusion de las dos membranas. Se han definido dos tipos
de péptidos de fusion, que se encuentran en dos regiones distintas dentro de la glicoproteina

de fusion:

- Clase | o péptidos de fusién amino terminales: las glicoproteinas de envoltura del virus se

sintetizan como precursores inactivos que, una vez escindidos por proteasas de la célula
huésped, son activos. La nueva regién N-terminal que se forma contiene el péptido de
fusion. Las proteinas de la envoltura que contienen los péptidos de fusién amino terminales,
generalmente presentan estructuras de tipo a-hélice. Se ha descrito que la forma activa de
los péptidos de fusion es un “trimero de horquillas” [118] el cual se coloca
perpendicularmente a la membrana celular. La proteina de fusion mas estudiada dentro de
este grupo es la hemaglutinina del virus de la gripe [119]. Dentro de este grupo también
encontramos virus de los géneros retrovirus [34, 120], paramixovirus [121] y filovirus
[120].

- Clase Il o péptidos de fusién internos (PFI): las proteinas de fusion de clase I, se

encuentran normalmente en una regién interna de la proteina. En general, las proteinas de
fusion de la clase Il no presentan una estructura de alfa-hélice teniendo, normalmente, una
conformacion de tipo lamina beta [122]. Los PFI suelen presentar, en medio de la secuencia,
un residuo de prolina cuya funcién es importante para que se produzca la fusion [123].
Dentro de este grupo, encontramos varios géneros como el rhabdovirus [124], el flavivirus
[125] y el alfavirus [126].
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Los mecanismos de fusion de los dos tipos de proteinas (I y Il) son similares a pesar de
encontrarse en zonas distintas, ya que en ambos casos la forma activa de la proteina es un

trimero dispuesto perpendicularmente a la membrana lipidica [112].

Debido a la gran importancia de los péptidos de fusioén en la penetracion celular, se han
realizado muchos estudios con péptidos sintéticos, que corresponden al segmento de fusion
del virus. Estos estudios con péptidos sintéticos se realizan con membranas celulares [127] o

bien con modelos de membrana como son los liposomas [128].
7 Modelos de membrana

Gran parte de los procesos fundamentales de los organismos vivos que ocurren a nivel
celular tienen lugar a través de la membrana, como por ejemplo el proceso de infeccion

viral, la neurotransmision, la fertilizacion o el trafico de proteinas intracelulares.

Las membranas bioldgicas estan compuestas por proteinas y lipidos unidos por
interacciones no covalentes, y por carbohidratos, aunque éstos siempre estan presentes en
forma de glicolipidos o glicoproteinas. La composicién, presencia y proporcién de cada uno
de estos elementos varia segun el tipo de membrana. Sin embargo, presentan una unidad

estructural basica que es la bicapa lipidica [129].

Una aproximacién para entender procesos bioldgicos que ocurren a nivel de la membrana,
como la interaccion virus-célula, consiste en la utilizacion de modelos de membrana. A
pesar de que los modelos de membrana no son siempre representativos de los
acontecimientos que ocurren en la realidad bioldgica, se han utilizado extensamente como
modelo para obtener informacion del mecanismo de infeccién y proliferacion de los virus
(HIV-1, virus Ebola), de la actividad de péptidos antimicrobianos, de los péptidos capaces
de generar respuesta inmune (vacunas sintéticas), y de la actividad de péptidos como

neurotransmisores.
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Los modelos de membrana utilizan principalmente fosfolipidos, ya que son los lipidos méas
abundantes en las membranas y presentan capacidad para formar bicapas espontaneamente
cuando son dispersados en agua. Este comportamiento se debe a su estructura anfifilica, ya
que su molécula consiste en una cabeza polar con un grupo fosfato y una regién no polar
hidrocarbonada (Figura 5). En contacto con el agua se produce el efecto hidrofébico,
generandose agregados de lipidos con las cabezas polares en contacto con el agua y las colas

hidrocarbonadas en el interior.
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Figura 5: Estructura de un fosfolipido. Fuente http://www.anatomiahumana.ucv.cl.

Los fosfolipidos se clasifican en dos grupos, los glicerolipidos y los esfingolipidos. Los mas
abundantes en las membranas bioldgicas son los glicerolipidos cuya molécula se basa en el
grupo glicerol. Dependiendo de los &cidos grasos que se esterifiquen obtendremos los
diferentes derivados del acido sn-glicero-3-fosfatidico [130]. El fosfolipido mas utilizado en
los estudios de interacciones de membranas es la fosfatidilcolina (phosphatidylcholine, PC),

que tiene caracter zwitterionico y se encuentra presente en elevada proporcion en las
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membranas biolégicas. Otros fosfolipidos ampliamente estudiados con carga negativa son el
fosfatidilglicerol (PG) y la fosfatidilserina (PS), que también se encuentran presentes en la

cara interna de las membranas celulares, estando la PS presente en mayor porcentaje.

7.1 Capas lipidicas monomoleculares

Los modelos de membrana mas sencillos para estudiar las interacciones especificas que se
producen entre lipidos y péptidos y/u otras moléculas bioldégicamente activas, son
seguramente las peliculas monomoleculares de fosfolipidos extendidas en la interfase
aire/agua. El espesor de las monocapas corresponde al de una molécula, y representaria la
mitad de la membrana celular [131-133] (Figura 6).

cola apolar Superficie del
agua

0080800000000 PV —

cabezas polares

Figura 6: Modelo de una monocapa fosfolipidicas extendida en la interfase aire/agua. Fuente:
http://www.uib.es

La principal ventaja de este modelo frente a otros sistemas mas complejos, como son las
bicapas lipidicas, radica en la posibilidad de controlar de forma sencilla la ordenacién de las
moléculas, cambiando el area molecular y la presion superficial de la monocapa. Los datos
obtenidos a partir de la variacion de estos parametros ofrecen una informacién bésica sobre
las interacciones lipido-lipido, lipido-subfase o lipido-molécula activa, e incluso sobre la

conformacion de las moléculas estudiadas [131].

Ademas, los experimentos de penetracion en monocapas permiten determinar las

interacciones existentes entre monocapas lipidicas y péptidos y/o proteinas, proporcionando
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informaciones extrapolables a las bicapas lipidicas, como son los liposomas y las
membranas celulares [134].

7.1.1 Monocapas de adsorcién

Este tipo de monocapas se observan en moléculas anfifilicas, que debido a su relativa
polaridad, cuando se depositan en una subfase acuosa, se introducen sélo parcialmente en el
agua quedando con la parte apolar hacia el aire, es decir, quedan adsorbidas en la interfase
aire/agua.

Esto da lugar a una disminucion en la tension superficial que proporciona la medida de la
actividad superficial de la sustancia. Las moléculas que se encuentran en la interfase van
estableciendo un equilibrio dindmico con las moléculas que se encuentran en la subfase y se
intercambian continuamente entre ellas. En condiciones de equilibrio hay una relacion entre
la cantidad de soluto adsorbido en la interfase y la variacion de la tensién superficial
producida en el disolvente. Segin Langmuir [135], las moléculas adsorbidas en la interfase
aire/agua se comportan de alguna manera como las moléculas de los gases perfectos

pudiendo adquirir, al ser comprimidas, un cierto grado de ordenacion.

7.1.2 Monocapas de extension

Este tipo de monocapas esta formado por sustancias no volatiles e insolubles en agua,

denominandose “extensién” al proceso de formacion de las mismas.

Algunas sustancias puras, ya sean en estado solido o liquido, pueden extenderse
espontaneamente a temperatura ambiente sobre la superficie del agua, pero la mayoria de las
sustancias necesitan disolventes volatiles para extenderse (cloroformo, etanol, etc.). Interesa

que el disolvente facilite la extension de la sustancia y que desaparezca por evaporacion.

Para poderse extender tienen que tener grupos polares y hidréfobos. Los grupos polares son

los responsables de la extension y permanecen en contacto con el agua, mientras que los
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grupos apolares actuan impidiendo la difusion de las moléculas en la superficie de la misma.
No obstante, si las cadenas hidrofdbicas son excesivamente largas, la adhesion entre ellas

impide la extension.

La disposicion de una monocapa lipidica es similar a la de las membranas fosfolipidicas, por
lo que se utilizan como modelos de membrana. En particular, las monocapas mixtas,
constituidas por dos 0 mas componentes, representan un modelo muy valido para el estudio
de las interacciones moleculares en un sistema bidimensional orientado, debido a su gran

analogia con las membranas biolégicas.

7.1.3 Presion superficial

Las monocapas tienden de manera espontanea a ocupar la mayor superficie posible, razén
por la cual ejercen una fuerza determinada sobre cualquier obstaculo que se oponga a su
expansion. En principio, a esta fuerza se le asigné un valor similar al que ocasiona la presién
gaseosa, considerandose como el resultado de la agitacion térmica de las moléculas que
forman la monocapa. Al chocar con una barrera que se opone a su expansion, estas
moléculas ejercen una determinada presion sobre la misma. De aqui se deriva el concepto de
presién superficial, que se puede interpretar como la fuerza por unidad de longitud que
gjercen las moléculas de la monocapa contra las paredes del recipiente que contiene la
solucidn, similar a las moléculas de un gas, puesto que se mueven a lo largo y ancho de la

interfase con un movimiento de tipo browniano como si flotaran sobre el liquido [136].

La presion superficial es un pardmetro relacionado en gran medida con la tensién
superficial, en particular se puede considerar como la variacion de la tension superficial que

se produce en el liquido soporte al extender una capa monomolecular sobre el mismo:

T=Y0o~Vm

(1)
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Siendo 7y, la tension superficial del liquido soporte y vy la tension superficial cuando se

extiende una monocapa sobre el mismo.

7.1.4 Estados de las capas monomoleculares

Una capa monomolecular, en la interfase liquido/gas, puede presentar varios estados de
condensacion, analogos a los estados de la materia: sélido, liquido y gaseoso. Estos estados
presentan diferentes grados de libertad u ordenacion molecular, dependientes de las fuerzas
que acttan en la propia pelicula, entre ésta y la subfase. Al comprimir una monocapa se van
mostrando las diferentes fases de ordenacion: primero aparece la fase gaseosa, donde las
moléculas estan suficientemente alejadas como para que las fuerzas de adhesion (fuerzas de
Van der Waals) que actian entre ellas se puedan considerar despreciables. Aun asi, las
interacciones entre los grupos polares de las moléculas de la subfase y los de las que forman
la monocapa, son suficientemente importantes para que estas Gltimas no se pierdan
facilmente dentro de la fase gaseosa (aire), ademas al presentar una solubilidad en la subfase
practicamente nula, hace que las moléculas anfifilicas de las monocapas no pasen a formar

parte de esta.

Al comprimir mas las monocapas, las moléculas pasan a una fase de liquido, donde
aumentan las fuerzas de Van der Waals, hecho que cohesiona las moléculas formando
dominios, en los cuales los movimientos térmicos se encuentran restringidos. Las

monocapas liquidas se pueden encontrar en dos tipos de estados liquidos.

La fase liquida expandida (LE) es el primer estado en que se disponen las moléculas
después de someter la monocapa en fase gaseosa a una ligera presion lateral. Este estado se

caracteriza por la gran elasticidad que presentan las monocapas.

Si continuamos disminuyendo el area por molécula (o la distancia entre estas), se observa
una nueva transicién hacia una nueva fase que se denomina liquido condensado (LC), o

también solido expandido. Las moléculas se encuentran alineadas y fuertemente
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empaquetadas de manera que las fuerzas de atraccién entre ellas son considerables;
paralelamente también aparecen fuertes interacciones entre los grupos hidr6fobos de las

moléculas.

Finalmente se llega al estado sélido, que representa el estado maximo de compresion de las
moléculas en una monocapa. Estas no se pueden mover libremente y, por lo tanto, podemos
considerar que se asemejan a un solido en dos dimensiones. EI area molecular casi no varia
al aumentar la presion. Aun asi, es habitual que muchas moléculas no presenten fuerzas de
adhesion tan grandes como para llegar al estado sélido, hecho que determina que el
resultado de la maxima compresion de monocapas formadas por estas moléculas sea el de
solido expandido [135].

La estabilidad de una capa monomolecular viene condicionada por la presion de colapso

[137] y por la disolucion de las moléculas que la constituyen.

A medida gque se comprime, se llega a un momento en el cual se produce una expulsion de
moléculas de la misma. Se define la presion de colapso como la mayor presién a la que se
puede comprimir una monocapa sin que se produzca una expulsién manifiesta de las
moléculas que la componen. El colapso de la monocapa se produce cuando se alcanzan
valores de area por molécula muy pequefios, menores al area fisica minima real que ocupa la
molécula. Durante el colapso, las capas monomoleculares se colocan unas encima de otras,

lo que provoca la formacion de multicapas desordenadas.

A partir de los cambios en la presion superficial que se producen durante la compresion, se
pueden estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de una monocapa extendida en la
superficie del agua. De hecho, para una temperatura constante, si representamos el cambio
de la presion superficial (MN m™) respecto al area molecular (nm* molécula™), obtendremos
la isoterma ©-A. En la Figura 7 se muestra una isoterma de compresién con los diferentes

estados de ordenacién posibles. La forma de la isoterma es una caracteristica de las
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moléculas que forman la monocapa, hecho que nos proporciona una valiosa informacion

sobre la organizacion y las interacciones entre éstas.
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Figura 7: Isoterma de compresién donde se muestran todos los estados que se pueden presentar en
una monocapa: estado gaseoso, estado de liquido expandido, estado de liquido condensado y estado
solido. Fuente: http://diposit.ub.edu

Esta clasificacion es general, no todas las isotermas muestran todas las fases indicadas, ya
que la forma de la isoterma, las fases que se observan y la estabilidad de la monocapa
dependen de las condiciones experimentales, tales como la temperatura, tipo de subfase,

velocidad de compresion, entre otros [136, 138-140].

7.2 Liposomas

Los liposomas son los modelos de membrana, basados en fosfolipidos, mas utilizados ya
que la estructura en forma de bicapa lipidica es idéntica a la porcién lipidica de las

membranas celulares.
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Los liposomas son microesferas huecas, cuya membrana estd compuesta por una o varias

bicapas lipidicas. Fueron descritos por primera vez por Bengham y Horne [129] al observar

por microscopia electrénica que una suspension de fosfolipidos de origen celular, aislados y

purificados, al ser dispersados en agua, formaban vesiculas con las cadenas hidrocarbonadas

organizadas de manera que se encontraban protegidas del agua. Las bicapas se unen de

manera que dejan en su interior el contenido acuoso. Dependiendo del nimero de bicapas y

del tamafio de los liposomas se pueden clasificar de la siguiente manera (Figura 8):

34

v Liposomas multilamelares (multilamellar vesicles, MLV): estan formados por

varias lamelas concéntricas (entre 5 y 20), si tienen menos de cinco se denominan
liposomas oligolamelares. Son de tamafio muy variable, entre 100 y 1000 nm. La
obtencion es muy rapida y permite estudiar las interacciones entre los fosfolipidos
y los péptidos en estudio con técnicas como la calorimetria diferencial de barrido
(DSC), la espectroscopia visible o de infrarrojos por transformada de Fourier
(FTIR).

Liposomas unilamelares grandes (large unilamellar vesicles, LUV): estan
formadas por una bicapa lipidica. Su tamafio oscila entre 100 y 500 nm. Se ha visto
que en estas vesiculas la superficie de ambos lados de la bicapa se aproxima a una
geometria plana, facilitando un reparto homogéneo de los lipidos de cada monocapa
(51% en la externa y 49% en la interna). Estos liposomas se caracterizan por tener
una tension superficial muy similar a la de las membranas celulares (30-32 mN m™),
por eso son los modelos de membrana mas estudiados para intentar comprender las
propiedades fisicas, quimicas y mecanisticas de las membranas biolégicas.
Liposomas unilamelares pequefios (small unilamellar vesicles, SUV): tal como su
nombre indica son liposomas de tamafio pequefio, entre 20-100 nm. Estos liposomas
tienen una mayor curvatura que los LUVs, lo que les confiere una menor
estabilidad. Se obtienen por sonicacién o extrusion a partir de liposomas MLVs,

originados por procesos de dispersion mecanica del lipido.



Introduccion

=500 nm
5-25 lipid bilayer

'
-2 LUV
o ! 3= )
SUV —) B0
- - 1Y 1
i~ 1
20-100nm  '=---- - =100nm
One lipid bilayer One lipid bilayer

Figura 8: Esquema de liposomas multilamelares (MLV), unilamelares grandes (LUV) y unilamelares
pequefios (SUV). Fuente: http://www.hindawi.com.

La capacidad de los liposomas para reproducir la organizacion y las funciones principales de
las membranas bioldgicas los han convertido en un modelo muy Util para el estudio de los
mecanismos moleculares que tienen lugar in vivo y en el que intervienen dichas membranas
[141-143].
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es disefiar y sintetizar dominios peptidicos derivados de
las proteinas de envoltura E1 y E2 del GBV-C y analizar su posible aplicacién como agentes
terapéuticos contra el virus del HIV-1.

Los objetivos concretos que se persiguen son los siguientes:

1. Profundizar en el estudio de la interaccién del péptido de fusion del HIV-1 con
secuencias peptidicas, derivadas de la proteina E2 del GBV-C, previamente
seleccionadas como inhibidores de la actividad del péptido de fusion: E2(175-192),
E2(289-306) y E2(313-330).

2. Disefiar y sintetizar derivados peptidicos de la region (22-39) de la proteina E1 del
GBV-C con el objetivo de mejorar su actividad anti-HIV-1.
2.1. Analizar la importancia de la estructura primaria y de la carga neta de la
secuencia nativa en la actividad anti-HIV-1.
2.2. Evaluar la actividad anti-HIV-1 de nuevas formas de presentacion peptidicas:

lipopéptidos y péptido ciclico.
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