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Abreviaturas, acronimos y simbolos

> D

o

A

Aa

Ac
Ac,O
ACF
AcOH
Ag
AlF
ARN
AUC
BIA
Boc
BSA
CD
CMD
CO
DBU
DCM
DIEA
DIPCDI
Dmab
DMAP
DMF
DMSO
EDC
EDT

ELISA

EM

Fmoc
FT-IR

GBV-C/HGV

elipticidad molar

longitud de onda

coeficiente de extincion molar

absorbancia

aminoacido

anticuerpo

anhidrido acético

adyuvante completo de Freund

acido acético

antigeno

adyuvante incompleto de Freund

acido ribonucleico

area bajo la curva, del inglés area under curve

analisis de interaccion bioespecifico, del inglés biospecific interaction analysis
tert-butoxicarbonil

albumina bovina sérica, del inglés bovine seric albumin
dicroismo circular, del inglés circular dichroism
carboximetildextrano

valor del punto de corte, del inglés cut-off
1,8-diazabiciclo-[5,4,0]-undec-7-ene

diclorometano

N,N-diisopropiletilamina

N,N’-diisopropilcarbodiimida
4{N-[1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-3-metilbutil]-amino}benciloxi
N,N-dimetilaminopiridina

N-N’-dimetilformamida

dimetilsulféxido
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
1,2-etanoditiol

ensayo inmunoenzimatico en fase soélida, del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay

espectrometria de masas
9-fluorometoxicarbonil

espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, del inglés Fourier
transform infrared spectroscopy

GB virus C / virus de la hepatitis G



HAV
HBS-EP
HBV
HCV
Hepes
HFIP
HIV
HMPA
HOAt
HOBt
HPLC
IFC
[e]

IgG
ivDde
MALDI-TOF
MAP
MeCN
MeOH
NMP
NOS
NS
OPD
PBS

PCR

Pmc
PyBOP
ROC

RU

SPPS
SPR
Sulfo-NHS
T

TBTU

tBu
TFA
TFE

virus de la hepatitis A

tampdn Hepes salino-EDTA surfactante P, del inglés Hepes buffered saline
virus de la hepatitis B

virus de la hepatitis C

acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(2-etanosulfénico)
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol

virus de la inmunodeficiencia humana

acido 4-hidroximetilfenoxiacético

1-hidroxi-7-azabenzotriazol

1-Hidroxibenzotriazol

cromatografia liquida de alta resolucién

cartucho integrado de microfluidos, del inglés integrated microfluidic cartridge
inmunoglobulina

inmunoglobulina G
1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)3-metilbutilo

del inglés matrix-assisted laser desorption-ionization time of flight
péptido multiantigénico, del inglés multiple antigen peptide
acetonitrilo

metanol

N-metilpirrolidona

N-hidroxisuccinimida

no estructural, del inglés non-structural

orto-fenilendiamina

tampodn fosfato salino, del inglés phosphate buffered saline
reaccién en cadena de la polimerasa, del inglés polimerase chain reaction

2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonio

hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfonio

curva de rendimiento diagnéstico, del inglés receiver operating characteristic
unidades de resonancia

sintesis de péptidos en fase sélida, del inglés solid-phase peptide synthesis
resonancia del plasmén de superficie, del inglés surface plasmon resonance
sulfo-N-hidroxisuccinimida

temperatura

tetrafluoroborato de N-6xido de N-[(1H-benzotriazol-1-il)-dimetilamino-metilen]-N-

metilmetanaminio
tert-butil
acido trifluoroacético

2,2,2-trifluoroetanol



TIS triisopropilsilano
TRIS tris(hidroximetil)-aminometano
Trt trifenilmetil

uv ultravioleta



Abreviaturas




Anexo 1: Aminoacidos, codigo de tres letras, una letra y estructura

aminoacido estructura aminoacido estructura
CH3 HSC ‘\\CH3
Alanina, Ala, A Isoleucina, lle, |
HoN COOH HoN COOH
OH CH3
Acido aspartico, Asp, D O)j\ Leucina, Leu, L ch)j\
HoN COOH HoN COOH
O OH
Acido glutamico, Glu, E Lisina, Lys, K /_/_>*COOH
HoN HoN
HoN COOCH
NH
COOH
Arginina, Arg, R HoN HW Metionina, Met, M MeS COOH
NH2 H2N
NH,
Asparagina, Asn, N O)j\ Prolina, Pro, P QCOOH
H
HoN COOH
HS HO
Cisteina, Cys, C j\ Serina, Ser, S j\
H:N" ~COOH HN" "COOH
OH
OH
Fenilalanina, Phe, F Treonina, Thr, T \/E
HoN COCH
COOH
HoN
OH
(0] NH»
Glutamina, Gin, Q H Tirosina, Tyr, Y
H,N” ~COOH COOH
HoN
H NH
Glicina, Gly, G /'\ Triptéfano, Trp, W —
HoN COOH
COOH
HoN
HN
<\ \ HsC CH3
Histidina, His, H N Valina, Val, V
HoN COOH

H,N" COOH




Anexo 2: Grupos protectores empleados en la estrategia Fmoc/tBu

protector aminoacido estructura
HsC CHg
O
0 :
Pmc Arginina, Arg, R HsC I
(e}
H3C CHs
Asparagina, Asn, N
Trt Cisteina, Cys, C C—
Glutamina, Gin, Q
Histidina, His, H
Acido aspértico, Asp, D CHs
Acido glutamico, Glu, E HeO—
tBu Serina, Ser, S 3 |
Twosma, Tyr, Y CH,
Treonina, Thr, T
0]
Il
o” O~
Boc Lisjng, Lys, K |
Triptéfano, Trp, W HSC—(ll—CHs
CHg
HsC_  CHj
ivDde Lisina, Lys, K (0] 0]
_CHs
CH-CH
CHg
H3;C_~ CHgj
Dmab Acido aspartico, Asp, D o] o]




Anexo 3: Soportes solidos utilizados en la sintesis de péptidos en fase soélida

nombre estructura

OH
[Pec
Resina NovaSyn® TGA /\[T \/-_.

o}

O
NH,

OMe
Resina NovaSyn® TGR “ \H _o
OMe o/ﬁT

|

Resina NovaSyn® TG Sieber /g
HN. O
o)

‘5)\0 PEG .

(@)
o
I

%)

N~

N
Resina Rink Amida MBHA O
Nle
HaCO OCHs Ow ~




Anexo 4: Agentes de condensacion y aditivos empleados en la sintesis de péptidos en fase

solida
nombre abreviacion estructura
N,N'-diisopropilcarbodiimida DIPCDI > N=C=N <
N
N
N\ ||:/
+
Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il- \
N-oxi-tris(pirrolidin) fosfonio PyBOP 0 PFg
N
4
N
N
\C+_N/
7~
Tetrafluoroborato de N-éxido de N-[(1H- N \
benzotriazol-1-il)-dimetilamino-metilen]- TBTU \
N-metilmetanaminio / N
N/ BF,
|
o
OH
N e
= \
1-hidroxi-7-azabenzotriazol HOAt | / N
\ N
/OH
\
1-hidroxibenzotriazol HOBt / N
N
CH
N / \ N/ ’
N,N-dimetilaminopiridina DMAP




Anexo 5: secuencia primaria de las construcciones peptidicas sintetizadas en esta tesis

nombre secuencia
NS4a(27-43) H-TDWDVKGGGSPLYRHGD-0H
NS4b(8-22) H-GESAPSDAKTVTDAVD-0OH

NS5a(112-126)

H-GTSGWAEVVVTPTHVD-0OH

Qm1 H-GTSGWAEVVVTPTHVD-GGG-GESAPSDAKTVTDAVD-OH
Qam2 H-GESAPSDAKTVTDAVD-GGG-GTSGWAEVVVTPTHVD-OH
cyc-HT [~ TDWDVKGGGSPLYRHGD
eye-CT H-TDWDVKGGGSPLYRHGD |
P1 SVSVTCVWGSVSWFA
P2 SVTCVWGSVSWFAST
P3 TCVWGSVSWFASTGG
P4 VWGSVSWFASTGGRD
P5 GSVSWFASTGGRDSK
P6 VSWFASTGGRDSKID
P7 WFASTGGRDSKIDVW
P8 ASTGGRDSKIDVWSL
P9 TGGRDSKIDVWSLVP
P10 GRDSKIDVWSLVPVG
L. P11 DSKIDVWSLVPVGSA
region P12 KIDVWSLVPVGSASC
P13 DVWSLVPVGSASCTI
E2 (89-1 49) P14 WSLVPVGSASCTIAA
P15 LVPVGSASCTIAALG
P16 PVGSASCTIAALGSS
P17 GSASCTIAALGSSDR
P18 ASCTIAALGSSDRDT
P19 CTIAALGSSDRDTVV
P20 IAALGSSDRDTVVEL
P21 ALGSSDRDTVVELSE
P22 GSSDRDTVVELSEWG
P23 SDRDTVVELSEWGVP
P24 RDTVVELSEWGVPCA
H-VSWFASTGGRDSKIDVWSLYV

MAP, E2-NS5a

H-GTSGWAEVVVTPTHV—K
H-VSWFASTGGRDSKIDVWSLV—K—K—[-A-NH,
H-GTSGWAEVVVTPTHV
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INTRODUCCION






Los virélogos han obtenido notables avances en el entendimiento de las hepatitis de origen
infeccioso en los ultimos 20 anos; no obstante, aun continlan apareciendo casos de enfermedad
hepatica dificiles de resolver, lo cual constituye un desafio para los investigadores quienes mantienen
la busqueda de nuevos agentes infecciosos. Hasta la fecha, los cientificos vinculan al menos catorce
virus a la inflamacién hepatica, ya sea directa o indirectamente; cinco de los cuales son capaces de
causar hepatitis aguda en el hombre [1]. Los virus de la hepatitis A, B, C, D y E estan todos bien
caracterizados y definidos molecularmente, y su asociacion a esta enfermedad ha quedado
inequivocamente establecida. Sin embargo, la clasificacion de un agente como virus de la hepatitis F,
no ha sido todavia suficientemente documentada [2].

1. El virus de la hepatitis G

La historia de la hepatitis G comienza en la década de los sesenta cuando un cirujano de
Chicago con iniciales GB contrajo una hepatitis aguda de origen desconocido. Mas de tres décadas
después, en 1995, se publicé el descubrimiento de dos virus asociados a la hepatitis, los cuales
fueron aislados tomando como punto de partida el suero de GB. Estos agentes recibieron los
nombres de virus A de la hepatitis GB (GBV-A) y virus B de la hepatitis GB (GBV-B) [3,4]. Pronto se
supo que GBV-A y GBV-B eran agentes endégenos de los tamarinos (Saguinus spp), utilizados como
animales de experimentacion [5]. Mas tarde, un tercer virus estrechamente relacionado con los
anteriores, nombrado virus C de la hepatitis GB (GBV-C) se aisl6 en pacientes con hepatitis no A-no
E, individuos consumidores de drogas por via endovenosa y en donantes de sangre voluntarios en
Africa, Canada y Estados Unidos [6,7].

Paralelamente, otro grupo de investigadores habia revelado haber aislado un nuevo virus al
que ellos llamaron virus de la hepatitis G (HGV, del inglés hepatitis G virus) y del cual aparecié un
informe completo un afio mas tarde [8].

Estudios realizados en diferentes laboratorios de investigacion compararon los virus GBV-C y
HGV y observaron que poseen mas de un 95% de homologia en la secuencia de aminodcidos, y
aproximadamente un 85% de homologia en la secuencia de nucleétidos, lo que permiti6 llegar a la
conclusion de que se trata del mismo virus [9]. Teniendo en consideracién estos datos, en esta tesis

se referird a este agente como GBV-C/HGV.
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LA Analisis filogenético

El andlisis filogenético de 40 secuencias gendmicas de GBV-C/HGV revela la existencia de al
menos seis genotipos distintos. Los genotipos se encuentran muy distribuidos geograficamente, y el
tiempo pronosticado de divergencia es paralelo a la divergencia de las razas humanas, lo que sugiere
que se trata de un virus antiguo [10].
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Figura 1. Arbol filogenético donde se muestran los diferentes genotipos descritos del virus GBV-C/HGV [10].

Inicialmente se describieron tres genotipos del virus originarios de Africa (genotipo 1) [11],
América del Norte y Europa (genotipo 2), y Japon (genotipo 3). El nUmero de genotipos se expandio
para incluir las nuevas cepas diferenciadas aisladas en Myanmar y Vietnam [12], y en Sudafrica [13].
Asi pues, un cuarto genotipo incluye las cepas aisladas en el sudeste asiatico mientras que el
genotipo 5 lo constituyen las cepas aisladas en Sudafrica. Esta propuesta de clasificacion fue
validada por Smith y colaboradores [10] que demostraron la correlacién de los cinco genotipos tras
analizar una pequefia region del gen E2. Recientemente, un estudio realizado por Muerhoff [14], en el
que se analizan las regiones 5-UTR de las cepas aisladas hasta el momento, sugiere la existencia de
un sexto genotipo, en el que se incluyen las secuencias aisladas en la poblacién de Indonesia.
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Introduccion

1.B Caracterizacion molecular

El GBV-C/HGV es un virus perteneciente a la familia Flaviviridae de tipo ARN de cadena
sencilla y polaridad positiva. Su genoma consta aproximadamente de 9.400 nucle6tidos que codifican
para una Unica poliproteina de alrededor de 2.900 aminoacidos. En el extremo amino de esta
poliproteina se encuentran las proteinas de envoltura E1 y E2, mientras que las no estructurales NS2,
NS3, NS4 y NS5 se encuentran en el extremo carboxilo de la poliproteina.

Modelo del virus GBV-C/HGV

e Proteina de envoltura E1

—— Proteina de capside

Acido ribonucleico
(ARN)

Lipido

Glicoproteina de envoltura E2

Figura 2. Modelo de la estructura del virus GBV-C/HGV. Fuente: www.prn.org.

La organizacion gendmica del virus GBV-C/HGV es similar al virus de la hepatitis C con el
que presenta una homologia cercana al 29%. Las funciones bioldgicas de cada una de las proteinas
del virus todavia no se conocen con exactitud, aunque los estudios realizados sugieren que la regién
E2 codifica para una glicoproteina localizada en la superficie del virus [15]. Una de las diferencias
mas notables con el virus de la hepatitis C es la ausencia de una proteina que codifique para un core
0 nucleocapside, sin embargo, la caracterizacién microscopica y biofisica de particulas del virus en
plasma sugieren la existencia de dicha estructura [16]. La organizacidon de las proteinas no
estructurales es muy similar a la del virus de la hepatitis C. Se sabe que las regiones NS2 y NS3
codifican para proteasas [17] y que la region NS3 codifica ademas para una helicasa [18]. La proteina
NS4a actia como cofactor de la helicasa [19] mientras todavia se desconoce el papel que
desempena la proteina NS4b. En cuanto a las proteina NS5, existen estudios que sugieren que la
region a esta involucrada con la sensibilidad a interferén, tratamiento Gtil para eliminar la infeccidén por
GBV-C/HGV [20], y que la regién b codifica para una polimerasa dependiente de ARN .

29



SUTR[ 2 | E1 E2 NS2 NS3 NS4 | NS5a NS5b [3UTR

al b

I | | I | I I

22 kD 42 kD 31 kD 72 kD 32 kD 45 kD 62 kD
Glicoprotreinas
de envoltura proteasa/
v helicasa
nucleocépside
proteasa cofactor Polimerasa

proteasa ARN depediente

Figura 3. El genoma del virus GBV-C/HGV codifica para proteinas de envoltura (E1 y E2) y proteinas no
estructurales (NS2, NS3, NS4 y NS5).

I.C Prevalencia y transmision

La infeccién por GBV-C/HGV es muy comun. La viremia por GBV-C/HGV se define como la
deteccion en suero de material genético del agente. La deteccion del ARN viral se realiza por
sistemas de amplificacion de acidos nucleicos como la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

La prevalencia de la infeccion por GBV-C/HGV depende del perfil de grupo estudiado. Entre
el 1y el 4% de la poblacion general tiene niveles detectables de ARN GBV-C/HGV [21,22,23], pero
este porcentaje se incrementa hasta el 37% en la poblacién de riesgo, donde quedan incluidos
drogadictos, personas que han recibido transfusiones o que estan en programas de hemodidlisis. La
transmisién a través de la sangre y sus derivados esta bien documentada [24,25,26,27,28], a pesar
que también se ha descrito la transmisién sexual [29,30] y vertical [31,32]. La coinfeccién con los virus
de la hepatitis B y C es muy comun (20%) [33,34,35], y entre un 35-40% de los individuos infectados
por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV, del inglés human immunodeficiency virus) también
presentan coinfeccion con el GBV-C/HGV [36,37].

I.D Manifestaciones clinicas

La infeccion por GBV-C/HGV puede persistir durante muchos afios sin ninguna evidencia de
sintomatologia clinica o enfermedad, tanto en personas inmunocompetentes como en individuos
inmunodeprimidos. Por otro lado, algunos autores le han atribuido al virus casos de enfermedad
hepatica crénica y hepatitis severas [38,39]. Sin embargo, estudios posteriores de viremia por GBV-
C/HGV vy casos de hepatitis agudas o crénicas no han podido demostrar que exista una asociacién
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entre GBV-C/HGV vy el proceso patologico [40,41]. Al contrario de lo que ocurre con la infeccién por el
virus de la hepatitis C, existe muy poca correlacion entre los niveles de transaminasa glutamico-

piravica y la presencia de ARN en suero [33].

Lo més probable es que la severidad del cuadro clinico en alguno de los pacientes guarde
relacion con las deficiencias inmunolégicas originadas por su enfermedad de base, ya que muchos de
ellos son pacientes sometidos a regimenes politransfusionales por problemas oncohematolégicos,
pacientes hemodializados y con antecedentes de tratamiento con farmacos inmunosupresores o
esteroides [42]. Debido a estas observaciones no se puede concluir que este agente sea responsable
de la produccion de hepatitis aguda o cronica, por lo que resulta dificil discernir si el virus GBV-
C/HGV, cuando se encuentra en un paciente con hepatitis no A-no E o cirrosis criptogenética, es la
causa de la enfermedad, o meramente un espectador inocente en un proceso causado por un agente
no A-no G o algun cuadro no viral.

LLE Diagnostico

Los métodos para la deteccién de la presencia del virus GBV-C/HGV en el suero, por tanto de
infeccion activa, estan basados en la amplificacion de secuencias del genoma del virus mediante la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Posteriormente, se ensayd la expresiéon
de proteinas estructurales en sistemas de expresidn eucariota, generalmente regiones de la proteina
de envoltura E2. Dos laboratorios distintos lograron desarrollar un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra la proteina recombinante E2 expresada en células
de mamifero [43]. Sin embargo, cabe destacar, que en la actualidad no estan disponibles en el
mercado. Empleando ambos marcadores de exposiciéon al GBV-C/HGV, la presencia de ARN viral
como indicativo de infeccion activa y la seroconversion anti-E2 como marcador de infeccion pasada,
se comprobdé que la prevalencia de la infeccion por GBV-C/HGV era mayor que la estimada
Unicamente por la deteccion de ARN viral, o que indica que una gran parte de la poblacién ha estado
expuesta al virus [44,45].

A pesar que la aparicién de anticuerpos anti-E2 se considera un indicativo de infeccion
pasada y que dificilmente son concomitantes la deteccion de anticuerpos y la presencia de ARN viral,
existen trabajos en los que son detectables en suero simultdneamente anticuerpos anti-E2 y material
genético del virus [46]. Sin embargo, también se han encontrado casos de personas expuestas al
virus y que no han desarrollado anticuerpos contra la proteina E2 [37]. En estos casos podrian
haberse desarrollado anticuerpos dirigidos contra otras proteinas distintas a la de envoltura E2, como
podrian ser las proteinas no estructurales.
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I.F GBV-C/HGV y HIV

Debido a que los dos virus comparten las mismas vias de transmisién, la coinfeccion GBV-
C/HGV y HIV es muy comun. Hasta un 39% de los individuos positivos para el HIV pueden presentar
infeccién activa por GBV-C/HGV y otro 47% presenta anticuerpos anti-E2 [47]. La viremia de GBV-
C/HGV en estos individuos esta asociada con una disminucion en la mortalidad, una progresion mas
lenta hacia el desarrollo del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y una mayor
supervivencia de los enfermos una vez ya han desarrollado el SIDA [48,35,49]. Por otro lado, la
pérdida de GBV-C/HGV, especialmente sin desarrollar anticuerpos anti-E2 conduce a un acelerado
avance de la infeccién por HIV [50,51]. Esto sugiere que es importante conocer el estado de la
infeccién por GBV-C/HGV en estos pacientes y si se han desarrollado o no anticuerpos contra GBV-
C/HGV. Los estudios realizados hasta el momento apuntan a que existe un mecanismo multiple por
el que la infeccion de GBV-C/HGV mejora la progresion de la enfermedad relacionada con el HIV.
Parece ser que existe un efecto inhibitorio directo de GBV-C/HGV en la replicacion del HIV, y que
este efecto estda asociado al mantenimiento de un perfil de expresion de citoquinas tipo Th-1 que
inhibe la replicacion del HIV en los pacientes coinfectados [34]. También es posible que GBV-C/HGV
emplee efectos indirectos en la progresion de la infeccion por HIV, alterando la respuesta
inmunoldgica hacia HIV de manera beneficiosa [52]. Son necesarios muchos mas estudios para
entender exactamente cual es el papel que desempena el virus GBV-C/HGV en la infeccién por HIV.

. Respuesta inmunitaria a virus

El principal objetivo del sistema inmunoldgico es asegurar que las infecciones y el crecimiento
de células no deseadas esta controlado. Esta funcién requiere un sofisticado entramado que asegure
la correcta activacion y desactivacioén de respuestas especificas para que la tarea se realice de modo
satisfactorio sin producir ninguna lesién inapropiada al huésped. Una inmunidad efectiva requiere la
activacion coordinada tanto de la respuesta inmunitaria innata como de la adaptativa.

Los virus son parasitos intracelulares estrictos, es decir, necesitan la maquinaria bioquimica
de las células del huésped para llevar a cabo la sintesis proteica y metabolizar los azucares. Una vez
han penetrado en el organismo, los virus se unen a las células huésped a través de receptores
especificos lo cual determina el tropismo viral hacia un determinado huésped o tipo de célula. Una
vez el virus entra en la célula se deshace de su cubierta, su &cido nucleico queda libre y se produce
la transcripcion y la subsiguiente sintesis de proteinas viricas. El genoma virico se replica y las
nuevas particulas se ensamblan y son liberadas para que infecten a otras células y tejidos
adyacentes (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo general de replicacién de los virus.

Estas invasiones por agentes patégenos son inicialmente combatidas por mecanismos de
defensa innata, como son las células NK (del inglés natural killer), los interferones y otras citoquinas,

que actdan en los primeros minutos de la infeccion.

Los virus ARN son potentes inductores de sintesis de interferones que activan los
mecanismos antiviricos de las células préximas y aumentan su resistencia frente a la infeccion virica.
Incrementan la presentacion de antigenos en todas las células y activan las células NK. Las células
NK son linfocitos especializados capaces de reconocer y eliminar rapidamente, y sin una activacién
previa, las células infectadas por patogenos [53,54]. Las células NK reconocen dianas que expresan
niveles reducidos o anormales de complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC 1) [55], y/o
proteinas inducidas por estrés [56]. A diferencia de los linfocitos T citotoxicos, las células NK no
precisan un reconocimiento de antigeno especifico para eliminar sus dianas.

Cuando la defensa innata del huésped es sobrepasada o evadida se induce la activacion de
la respuesta inmune adaptativa, en la que participan las células T citotoxicas y los anticuerpos que
enlazan la respuesta adaptativa con la innata al actuar en la citotoxicidad mediada por células y
dependiente de anticuerpos, e incluso entonces los mismos mecanismos que operan en la inmunidad
innata son activados para eliminar el patégeno.

Los linfocitos T citotoxicos reconocen antigenos virales citosdlicos asociados a moléculas
MHC |, sin embargo, también requieren la produccién de citoquinas por los linfocitos T colaboradores
expresados sobre las células infectadas [57]. Los efectos antivirales de los linfocitos T citotdxicos se
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deben a la lisis de las células infectadas, a la introduccién de enzimas dentro de las células infectadas
y a la secrecién de citoquinas con actividad de interferén.

Los anticuerpos antivirales o inmunoglobulinas (Ig) constituyen una de las principales
barreras para evitar la transmisiéon de virus entre las células y los tejidos. Se pueden generar
inmunoglobulinas frente a cualquier proteina virica que se encuentre en la célula infectada. Las
inmunoglobulinas funcionan como la parte especifica del complejo de las células B, a nivel de
membrana, que reconoce al antigeno; y también como moléculas circulantes, es decir, anticuerpos
secretados por las células plasmaticas procedentes de la activacion, proliferacién y diferenciacion de
células B. Estos anticuerpos se localizan en el suero, en los liquidos tisulares (intersticiales) y
recubriendo ciertos epitelios internos.

ILA Epitopos

Los determinantes antigénicos o epitopos son cada uno de los sitios discretos de una
macromolécula que son reconocidos individualmente por un anticuerpo especifico. Segin esto, hay
que pensar en los antigenos como estructuras complejas que suelen constar de varios tipos de
epitopos, cada uno de ellos capaz de unirse con un anticuerpo especifico diferente.

Cuando se trate de antigenos proteicos, la unidn de éste con el anticuerpo seguramente
implicara varios niveles de estructura, desde la primaria a la terciaria, e incluso, en algunos casos la
cuaternaria. El tamarfio de un epitopo depende del tamano del sitio de unién que posea el anticuerpo
o inmunoglobulina especifica respectiva. Los epitopos de células B de proteinas nativas suelen
consistir en varios aminoacidos hidréfilos de la superficie de la proteina, y son los que estdn mas
accesibles al anticuerpo libre.

Estos epitopos se clasifican habitualmente como continuos o discontinuos, dependiendo de si
los aminodcidos incluidos en el epitopo son continuos o0 no en la secuencia primaria de la proteina. El
nombre de epitopo continuo se da a un fragmento corto y lineal capaz de unirse con el anticuerpo
como si se tratase de la proteina entera; suelen depender de regiones en forma de bucle, situadas

entre cadenas a consecutivas.

Generalmente, estd aceptado que la mayoria de epitopos en las proteinas son epitopos
discontinuos o conformacionales, es decir, constituidos por residuos que no necesariamente son
contiguos en la secuencia de aminoacidos, pero que presentan proximidad espacial debido al
plegamiento de la proteina. Si se desnaturaliza una proteina, se perderan los epitopos
conformacionales pero permaneceran los epitopos continuos (Figura 5).
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Figura 5. Tipos de epitopos. Epitopos continuos y epitopos discontinuos.

La mayor parte de la superficie de una proteina globular es potencialmente antigénica, y
consiste en numerosos epitopos parcialmente superpuestos. Ahora bien, dada una determinada
proteina, no todos los epitopos son igualmente inmunogénicos para distintos individuos de la misma
especie. Para cada individuo y para cada antigeno suele existir un epitopo llamado inmunodominante.
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OBJETIVOS






El objetivo global en que se enmarca este proyecto es el disefio y posterior desarrollo de un
sistema de diagnéstico basado en péptidos sintéticos que permita la deteccion de la infeccion
causada por el virus GBV-C/HGV.

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es estudiar la capacidad de distintas
construcciones peptidicas sintéticas para reconocer anticuerpos dirigidos contra proteinas del virus
GVB-C/HGV.

Los objetivos concretos que se persiguen para la consecucion del objetivo principal son los
siguientes:

1. Disefiar construcciones peptidicas pertenecientes al virus GBV-C/HGV como posibles
secuencias antigénicamente relevantes del virus para el desarrollo de un ensayo
inmunoenzimatico basado en péptidos. Aunque el trabajo se basard mayoritariamente en
estudiar la capacidad antigénica de las proteinas no estructurales, se considerara también en
el estudio la proteina de envoltura E2.

2. Sintetizar, purificar y caracterizar las secuencias disefiadas. Para ello, se llevaran a cabo las
sintesis de los péptidos tanto de forma manual como semiautomatica. La caracterizacion de
las moléculas obtenidas se realizara empleando las técnicas habituales en quimica de
péptidos como son el analisis de aminodacidos, la cromatografia liquida de alta resolucién y la
espectrometria de masas.

3. Disefiar un ensayo inmunoenzimatico, basado en péptidos sintéticos, que pueda ser utilizado
como prueba serodiagnéstica para la deteccién de anticuerpos especificos contra el virus
GBV-C/HGV.

4. Realizar un estudio conformacional de las secuencias mas relevantes mediante dicroismo
circular y espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier para tratar de correlacionar
la capacidad antigénica y la estructura secundaria de los péptidos.

5. Investigar la aplicacion de un instrumento biosensor comercial, basado en la resonancia del
plasmon de superficie, en la deteccion de anticuerpos especificos y determinar su posible
aplicacion en el diagndstico de la infeccién por GBV-C/HGV.

Ademas de estudiar el caracter antigénico de secuencias relacionadas con el virus GBV-
C/HGV, se plante6 estudiar la capacidad de las construcciones antigénicas para estimular el sistema

inmunitario. Por ello, se marc6 un nuevo objetivo dentro de este proyecto que consiste en analizar la
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respuesta inmunolégica de las construcciones sintéticas en animales de experimentacion y, al mismo
tiempo, estudiar la eficacia de los lipopéptidos como agentes inmunogénicos.
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