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Resumen

Los virus del Herpes Simplex son virus neurotropicos que producen
diferentes sindromes clinicos en el humano. Las reactivaciones de estos
virus y las complicaciones asociadas a ellas (encefalitis, infecciones
neonatales, relacion con HIV-1), asi como la aparicion de cepas de HSV-1y
HSV-2 resistentes a los antivirales que se emplean en la actualidad, hace
indispensable el desarrollo de nuevas terapias especificas y eficaces en
contra de las infecciones herpéticas. En este trabajo se plante6 el desarrollo
de una nueva terapia en contra de las infecciones herpéticas mediante el
empleo de péptidos sintéticos. Se analizaron la hidrofobicidad, antigenicidad
y flexibilidad de cadena de la gH de HSV-1 para buscar las regiones
expuestas y flexibles de dicha glicoproteina. También se determiné la
estructura secundaria de la gH de HSV-1 y HSV-2 para localizar aquellas
regiones con estructura altamente conservada entre ambas glicoproteinas.
Se disefaron tres péptidos derivados de la glicoproteina H de HSV-1. Los
péptidos sintéticos (CB-1, CB-2 y PAT) no mostraron niveles de toxicidad
superiores al 20% en las lineas celulares HepG2/C3A y Vero y fueron
capaces de bloquear la infeccion por HSV-1 y HSV-2 in vitro. Las
concentraciones Optimas para la actividad de los péptidos van de 12.5 uM a
0.3 uM contra 100 TCIDso/mly de 0.8 uM a 0.01 uM contra 50 TCIDso/ml. La
eficiencia de los tres péptidos es comparable con la del compuesto antiviral
Aciclovir. Dado que los blancos virales sobre los que actlian esos antivirales
son distintos podrian utilizarse en terapia combinada reduciendo los

efectos adversos del Aciclovir asi como la seleccion de cepas resistentes.
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Abstract
Herpes Simplex viruses are neurotropic viruses that can produce a wide range
of clynical syndromes in humans. Complications associated with these viruses
like encephalitis, neonatal infections and the onset of AIDS in HIV positive
patients due to the replication of HSV-2 are a huge public health problem. The
arising of HSV-1 and HSV-2 strains resistant to the antivirals commonly used
makes the development of new antivirals an urgent task. The aim of this work
was to design a novel antiviral therapy to inhibit the entry of HSV-1 and HSV-2
into their host cells.A search for the most exposed and flexible regions of the
glycoprotein H of HSV-1 was performed by in silico hydrophobicity, antigenicity
and chain flexibility determinations. Secondary structure predictions and
alignments were carried out to find regions in the gH of both HSV-1 and HSV-2
with conserved secondary structure. Three peptides derived from the gH of
HSV-1 were synthetized (CB-1, CB-2 and TNT) and tested for their cytotoxicity
in HepG2/C3A and Vero cell lines showing toxicity levels under
20%.Concentrations ranging from 12.5 uM to 0.3 uM were able to inhibit the
infection with 100 TCIDso/ml of both HSV-1 and HSV-2 with an efficiency
between 80-100%. Concentrations ranging from 0.8 puM to 0.01 uM were
efficient (more than 100%) against 50 TCIDso/ml of HSV-1 and HSV-2. The
efficiency of the three peptides tested is comparable to the efficiency of the

antiherpetic compound Acyclovir, this opens the possibility of using



INTRODUCCION

I. La familia Herpesviridae

Segun el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (Fauquet et
al., 2005) la familia Herpesviridae (que incluye todos los herpesvirus cuyos
hospederos principales son mamiferos) estad clasificada dentro del orden
Herpesvirales (Davison et al., 2009), en el cudl, también se encuentran
clasificadas las familias Alloherpesviridae (que incluye aquellos herpesvirus
cuyos hospederos principales son los peces) y la familia Mallacoherpesviridae

(que incluye a los herpesvirus cuyos hospederos principales son moluscos).

Un virion clasico de un miembro de la familia Herpesviridae posee DNA de
doble cadena (dsDNA) como material genético, éste se encuentra contenido
dentro de una céapside icosaédrica compuesta por 162 capsémeros la cual
mide de 100 a 110 nm de didmetro. Rodeando a la capside presenta un
material amorfo de composicion proteica denominado tegumento el cual esta
rodeado por una envoltura membranosa en la que estan embebidas diferentes

glicoproteinas virales (Fig. 1) (Roizman y Pellet, 2007).

Con base en las propiedades biologicas del virién, el ICTV subdivide a la
familia Herpesviridae en 3 subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y

Gammabherpesvirinae (Blichen-Osmond, 2003; Davison et al., 2009).



Proteinas de superficie
Material Genético

Tegumento

Capside

Figura 1. Estructura  general de un herpesvirus. (modificada  de
http://www.expasy.org/viralzone/all by protein/230.html).

La subfamilia Alphaherpesvirinae
Los virus que pertenecen a la subfamilia Alphaherpesvirinae presentan
unaamplitud de hospederos variable, ciclos de replicacion cortos que les
permiten reproducirse rapidamente en cultivos celulares, ademas, poseen la
capacidad de establecer latencia en ganglios sensoriales del Sistema Nervioso
Central (SNC). Dentro de esta familia se encuentran los Herpes Simplex Virus
1y 2 (HSV-1y HSV-2)y el Virus de la Varicela Zoster (VZV) entre otros (Fig. 2)

(Roizman y Pellet, 2007).

La subfamilia Betaherpesvirinae
Los miembros de la subfamilia Betaherpesvirinae presentan una amplitud de
hospederos restringido, sus ciclos de replicacion son largos y la infeccion en
cultivos celulares avanza lentamente; las células infectadas desarrollan

citomegalia frecuentemente. Los virus de esta subfamilia establecen un estado


http://www.expasy.org/viralzone/all_by_protein/230.html

de latencia en tejido glandular principalmente. Dentro de esta familia se
encuentran virus como el Citomegalovirus Humano (HCMV) y el Herpes Virus

Humano Tipo 6 (HHV-6) (Roizman y Pellet, 2007).

Figura 2. Micrografia electrénica de algunos alphaherpesvirus. a) HSV-1,b) HSV-2 y c)
VZV (Fuente: CDC).

La subfamiliaGammaherpesvirinae
Los virus que integran la subfamilia Gammaherpesvirinae presentan un rango
de hospedero limitado a la familia u orden al que pertenece el hospedero
natural., Los miembros de esta subfamilia son oncogénicos y se replican en
células linfoblastoides in vitro aunque tambiénpueden provocar infecciones
liticas en algunos tipos de células epitelioides y fibroblasticas. Los virus de esta
subfamilia infectan especificamente linfocitos T 6 B y son capaces de
establecer latencia en tejido linfoide. Dentro de esta familia estan incluidos el
virus de Epstein Barr (EBV) y el Herpesvirus asociado a Sarcoma de Kaposi

(HHV-8) (Roizman y Pellet, 2007).



Il. Proceso de entrada de los herpesvirus

El proceso de adsorcion
El proceso de entrada de los herpesvirus a su célula hospedera inicia con la
adsorcion del virus a la superficie celular. La adsorcion se lleva a cabo
mediante la union reversible y no esencial (Spear y Longnecker, 2003) de
ciertas glicoproteinas virales a moléculas de glucosa-amino-glucanos (GAG),
principalmente a cadenas de heparan sulfato (Compuestas por unidades
repetidas del disacarido GIcNAc-GICA) que se encuentran unidas
covalentemente a residuos de serina en proteoglicanos presentes en la cara

externa de la membrana celular (Shukla y Spear, 2001; Spear, 2004).

HSV-1y HSV-2 poseen dos glicoproteinas capaces de reconocer moléculas de
heparan sulfato; la primera de estas es la glicoproteina C (gC) (Fig. 3), la cual
estd conservada en la mayoria de los virus neurotrépicos de la subfamilia
Alfaherpesvirinae(Shukla y Spear, 2001; Spear, 2004). Existe un 65% de
homologia entre la gC de HSV-1 y HSV-2 (Swain, 1985) y se sabe que la gC de
cada virus reconoce distintos tipos de heparan sulfato (Trybala, 1994; Gerber,
1995). La glicoproteina B (gB), es la otra glicoproteina viral capaz de reconocer
moléculas de heparan sulfato (Fig. 3) (Herold et.al., 1994; Shukla y Spear,
2001) Esta glicoproteina esta presente en todos los miembros de la familia
Herpesviridae debido a que juega un papel sumamente importante durante la

fusién de membranas como se mencionard mas adelante.



I n n
gD receptors

Figura. 3. Proceso de entrada de un Herpes Simplex. a) Adsorcion mediada por las
glicoproteinas virales gB y gC y moléculas de heparan sulfato presentes en proteoglicanos de
la superficie celular (HSPG). b) Reconocimiento de gD a uno de los tres tipos diferentes de
receptores celulares (1,11,1l1). ¢) Fusion de membranas mediada por las glicoproteinas virales
efectoras de la fusién (Spear ,2004).

El reconocimiento a Receptor
Una vez que se dio el contacto inicial herpesvirus-célula (mediado por
moléculas de heparan sulfato y por las glicoproteinas virales gC y gB), se
presenta el reconocimiento y la unidén entre ciertas glicoproteinas virales y su
receptor celular el cual se denomina receptor de entrada. A la fecha, se
conocen tres clases de receptores de entrada para los herpes simplex 1 y 2; las
nectinas 1 y 2 que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, el
Herpes Virus Entry Mediator (HVEM) que pertenece a la familia de receptores
del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y por ultimo, sitios especificos en
moléculas de heparan sulfato generados por una reaccion catalizada por
enzimas llamadas 3-O-sulfotransferasas. Esta reaccion agrega grupos sulfato a
la posicion 3-OH de algunos residuos de N-acetil glucosamina (Spear, 2000;
Spear, 2004; Pertel et al., 2001; Browne et al., 2001). Todos los receptores de
entrada antes mencionados son reconocidos por la glicoproteina viral gD, la
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cual posee diferentes dominios de union para cada uno de ellos

(Krummencahcer, 1999; Krummenacher, 2000; Conolly, 2002; Conolly, 2003).

La glicoproteina D de HSV-1 unida a uno de sus receptores de entrada, el
HVEM, fue cristalizada en 2001 por Carfi et al., En el afio de 2005,
Krummenacher et al., cristalizaron la gD, también de HSV-1, en su forma
inactiva, es decir, no unida a su ligando y se observé que existen diferencias
significativas en la estructura de la gD inactiva con respecto a su estructura
unida al ligando. Con esto se demostré que la glicoproteina D sufre cambios
conformacionales al momento de unirse a cualquiera de sus receptores de
entrada (Krummenacher, 2005; Carfi, 2001). La gD de HSV-1 posee ademas,
un dominio rico en prolinas cerca de la regidén transmembranal, dicha region es
de suma importancia durante la fusion ya que esta regibn es capaz de
interactuar con las proteinas efectoras de la fusion de membranas (Cocchi et

al., 2004).

lll. La fusion de membranas y las glicoproteinas virales de fusién.

La fusibn de membranas es uno de los principales mecanismos utilizados por
los virus envueltos, entre ellos los miembros de la familia Herpesviridae, para
entrar a su célula hospedera. Dicho mecanismo puede ocurrir directamente
sobre la membrana plasmatica 0 bien, dentro de estructuras celulares
especializadas como los endosomas cuando los virus son endocitados por su
célula hospedera. EI mecanismo de fusién involucra un gran numero de
receptores celulares distintos, los cuales son reconocidos por un grupo de

proteinas especializadas encargadas de efectuar la fusion conocidas como



glicoproteinas virales de fusion (Skehel y Wiley, 2000; Earp et al., 2005; Marsh
et al., 2006; Weissenhorn et al., 2007; Kielian, 2006; Sapir et al., 2008;
Martens y McMahon, 2008). En general, las proteinas virales de fusion se
encuentran en un estado “inactivo” (no funcional) en la superficie del virion.
Después de un estimulo que puede ser el reconocimiento a un receptor celular,
cambios de pH o cortes proteoliticos, estas proteinas se activan y sufren una
serie de cambios conformacionales que conducen a la exposicion de un
péptido de fusion (Durell et al., 1997; Jahn et al., 2003), el cual se inserta en la

membrana de la célula hospedera (Martens y McMahon, 2008).

Una vez que se inserta el péptido de fusion, ocurre una serie de cambios
conformacionales en la proteina de fusion que permiten el acercamiento de la
membrana celular y la envoltura viral (Weissenhorn et al., 2007; Harrison, 2008;
Martens y McMahon, 2008). Los cambios conformacionales antes mencionados
involucran la formacién de intermediarios de fusion energéticamente estables y
estructuralmente distintos para cada una de los tipos de proteinas virales de
fusién que se conocen (Han et al., 2001; Gibbons et al., 2004; Stiansy et al.,
2007; Roche et al.,, 2006). Por ultimo, se mezclan los lipidos de ambas
membranas en un proceso que esta mediado tanto por el péptido de fusion
como por las regiones transmembranales de las proteinas virales de fusion
(Martens y McMahon, 2008). Basandose en la estructura secundaria de las
glicoproteinas virales de fusion, se puede clasificar a estas proteinas en tres

grandes grupos.



Las glicoproteinas virales de fusion Tipo 1
Las glicoproteinas virales de fusion del tipo | poseen una estructura secundaria
compuesta en su mayoria por o—hélices. Una vez que reconocen a su receptor
celular, estas glicoproteinas cambian de conformacion formando un
intermediario de fusién caracterizado por la presencia de una estructura
especializada llamada “coiled-coil” que esta formada por tres alfa hélices
enrolladas entre si. Dentro de este grupo se encuentran la hemaglutinina del
virus de la Influenza (Fig.4) (Skehel, 2000; Han, 2001) y la gp41 del virus de

Inmunodeficiencia Humana (Melikyan, 2000)

“Coiled-Coil”

Figura 4: Estructura de la hemaglutinina del virus de Influenza. La imagen muestra la
estructura tridimensional de la hemaglutinina del virus de influenza que representa la estructura
clasica de tallo y asa de las glicoproteinas de fusion tipo 1. También se puede observar la
region de “coiled-coil” (Martens y McMahon, 2008).

Las glicoproteinas virales de fusion tipo |l
Las glicoproteinas virales de fusion tipo Il se caracterizan por presentar un gran

namero de tiras pB-plegadas dentro de su estructura secundaria. Estas proteinas
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se encuentran, en su forma inactiva, asociadas en dimeros orientados
paralelamente a la superficie de la envoltura viral, sin embargo, después de
reconocer a su receptor celular, dichas proteinas cambian de conformacion y
se asocian en trimeros mas estables (Wahlberg, 1992; Wahlberg, 2003) que
adoptan una estructura de tallo y asa (Zhang, 2004; Stiansy, 2007). Dentro de
las proteinas virales de fusion tipo Il se encuentra la proteina de fusion del virus
de Semliki Forest (Gibbons, 2004; Roussel, 2006) y la proteina E del virus del

Dengue (Fig. 5) (Modis, 2004; Harrison, 2008).

N67 bOG

Figura 5: Estructura de la proteina E del virus del Dengue: las dos subunidades del
dimero estan coloreadas en sombras de azul. Los 3 dominios que conforman cada
subunidad estan indicados en la subunidad del lado izquierdo. En amarillo y rojo se
marcan los residuos de azlcares unidos al Asn 67 y al Asn 153. bOG es una molécula
de B-octil glucésido localizada en una hendidura entre los residuos 1l y 11l (Rey, 2003).

[11.3. Las glicoproteinas virales de fusion tipo i

Las glicoproteinas virales de fusién tipo lll se caracterizan por poseer una
estructura secundaria en la que se encuentra el mismo nimero de a—hélices y
de tiras B-plegadas. Los cambios conformacionales en estas proteinas no

involucran rompimientos proteoliticos a diferencia de las glicoproteinas tipo | y



II, se ha reportado que los cambios conformacionales de las glicoproteinas
virales de fusién tipo Il son reversibles y los intermediarios de fusién que
forman también adoptan una estructura de tallo y asa. Dentro de esta familia se
encuentra la glicoproteina G del Virus de la Estomatitis Vesicular (Fig.6)(Roche,

2006).

Figura 6: Estructura de la glicoproteina G del Virus de la Estomatitis Vesicular.a)
Protomero inactivo de la glicoproteina G de VSV. b) Cambio conformacional
ocasionado por el reconocimiento a receptor el un protomero de la glicoproteina G de
VSV. c) Estructura trimérica en estado inactivo de la glicoproteina G de VSV. d)
Cambio conformacional ocasionado por el reconocimiento a receptor en la estructura
trimérica glicoproteina G de VSV.
(http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2007/SB/SB3) .

IV.Las glicoproteinas efectoras de la fusion en los Herpesvirus

La glicoproteina B
La glicoproteina B es una de las glicoproteinas efectoras de la fusion de los
herpesvirus (Maurer 2008, Atanasiu 2007; Reske,2007). La estructura

tridimensional de esta glicoproteina fue determinada en el afio de 2006 (Fig.7)
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(Heldwein, 2006). Esta glicoproteina estd constituida por tres
protdmerosidénticos denominados A, B y C. Cada uno de los protomeros esta
unido a los otros dos por medio de interacciones electrostaticas y fuerzas
hidrofébicas. Cada uno de los protomeros posee 5 dominios definidos, siendo
el dominio IV el mas importante para la fusion de membranas ya que dentro de
este dominio hay asas de fusion capaces de insertarse en la membrana de la
célula hospedera ( Hannah, 2007). A partir de estos estudios se pudo observar
una gran similitud estructural entre gB y la glicoproteina G del Virus de la
Estomatitis Vesicular (Roche, 2006) por lo que se considera que gB es una

glicoproteina viral de fusion tipo Il (Fig. 7).

A membrane
proximal cytoplasmic
signal cil C: S 5] 6 C gco 13 region TM  domain

Figura 7. Estructura de la glicoproteina B de HSV-1 A) Representacion lineal de los
dominios de la glicoproteina B de HSV-1, cada dominio se muestra en diferente color
B) Mondmero de la glicoproteina B de HSV-1 en representacion de listones, el dominio
IV es el mas alejado de la envoltura viral., C) trimero de la gB de HSV-1 en
representacion de listones, D) superficie expuesta de un trimero de gB (Heldwein et
al.,2006).
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Estudios mas recientes llevados a cabo por Backovic et al., en 2009 con la
glicoproteina B del virus de Epstein Barr (EBV) demostraron que esta
glicoproteina posee dos conformaciones energéticamente estables lo cual es
congruente con los cambios conformacionales observados en otras

glicoproteinas virales de fusion tipo Il (Backovic, 2009; Roche, 2006).

El heterodimero gH-gL
El heterodimero formado por las glicoproteinas gH y gL es el otro efector de la
fusidn de membranas y es indispensable para completar este proceso (Maurer
2008). Este heterodimero se mantiene unido por interacciones no covalentes
entre la region amino terminal gH y la amino terminal de gL (Peng et al., 1998;
Hutchinson et al., 1992). La gH de HSV-1 posee ocho cisteinas enlazadas que
no forman puentes disulfuro con ninguna de las cuatro cisteinas presentes en
gL. La glicoproteina H posee diversas caracteristicas que asemejan a las
proteinas virales de fusiéon tipo I. La gH de HSV-1 posee dos a-hélices
hidrofébicas( o-H1 y «-H2) que podrian actuar como péptidos de fusion
(Colman y Lawrence, 2003). Al sustituir la aH-1 en la gH de HSV-1 con
péptidos de fusion provenientes de otras proteinas virales no se afecta la
infectividad del virus, lo que claramente muestra que esta hélice tiene
propiedades similares a las de otros péptidos de fusion (Gianni et al., 2005;

Gianni et al., 2006).

Ademas de poseer un posible péptido de fusion, la gH de HSV-1 presenta

regiones hepta repetidas las cuales podrian estar involucradas en la formacion
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de los “coiled-coils” como sucede en otras glicoproteinas virales de fusion tipo I.
(Gianni et al., 2005; Gianni et al., 2006). Estudios bioinformaticos previos
llevados a cabo en nuestro laboratorio con la glicoproteina H de distintos
herpesvirus, mostraron la alta similitud estructural que existe entre la gH de
todos los miembros de la familia Herpesviridae, lo que claramente habla de la
similitud que hay en el proceso de fusion de membranas dentro de esta familia

de virus (Fig. 8) (Torres, 2007; Jones y Geraghty, 2004).

V. El proceso de fusién de membranas

Como ya se mencioné el proceso de fusidn inicia con el reconocimiento de gD
a su receptor celular lo cual provoca una serie de cambios conformacionales en
gD que le permiten interactuar con la glicoproteina H (Krummenacher et al.,
2005; Conolly et al., 2002, 2003; Carfi et al., 2001; Spear et al., 2006; Zhou et
al., 2007) que a su vez, cambia de conformacién pasando a un estado “activo”
para la fusiébn (Maurer 2008; Avitable 2007). Una vez que se activa gH, una
porcién entre los residuos 300 y 400 de su intermediario de fusion queda
expuesta y activa a la glicoproteina B (Maurer et al., 2008; Heldwein et al.,
2006). La activacion de gB estabiliza los complejos de fusién permitendo asi,
que el proceso de fusion de membranas se complete, liberando las capsides
desnudas al citoplasma celular (Fig. 9) (Maurer et al., 2008; Atanasiu et al.,

2007).
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Figura 8. Esquema general de la estructura secundaria y las propiedades
hidropéticas de la gH de distintos herpesvirus. En la barra superior se encuentra
un representacion grafica de la estructura secundaria; en azul estdn marcadas las
regiones que adoptan estructura de a-hélice; en rojo estan marcadas las regiones que
adoptan estructura de B-plegados;en verde claro se marca la hélice transmembranal.,
En la barra inferior estan marcadas las regiones hidropéticas de gH; en verde oscuro
las regiones hidrofilicas, ;en color turquesa las regiones hidrofobicas y en amarillo las
regiones capaces de insertarse en membrana (Torres, 2007).
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D H-¢l. HVEM Heparan
8 88 Sulfato

Fig.9. Representacion esquemaética de la fusién de los herpesvirus. a) El virus se
acerca a la membrana de la célula hospedera. b) Se inicia el proceso de fusién por la
interaccion de gD con su receptor celular, también ocurren interacciones de gB con
moléculas de heparan sulfato que estabilizan la unién. ¢) Despues de la unién a
receptor, gD cambia de conformacion lo que permite su interaccién con gH/gL. Esto
induce un cambio conformacional en gH/gL lo que permite que una porcién de este
complejo se inserte en la membrana de la célula hospedera permitiendo una mezcla
inicial de lipidos entre la envoltura viral y la membrana celular. d) gB cambia de
conformacion por interacciones con el complejo formado por gH/gL y gD lo que
permite la unién de gB a la membrana plasmatica y la fusion completa. e) El poro de
fusion se estabiliza y las cdpsides desnudas entran al citoplasma celular. (Modificado
de: Maurer et al., 2008)

VI. Los herpesvirus y los sindromes que producen

Los Herpesvirus que tienen como Unico huésped natural al humano son

responsables de distintos sindromes, a la fecha, se conocen nueve de estos

capaces de infectar humanos (Tabla 1).
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Tabla 1. Herpesvirus humanos y los distintos sindromes que provocan.

Tipo Nombre Subfamilia | Sindrome

HHV-1 Herpes Simplex tipo 1 a Herpes oral o genital

(oral principalmente)

HHV-2 Herpes Simplex tipo 2 a Herpes oral o genital

(genital principalmente)

HHV-3 | Virus de la Varicela | o Varicela y Zoster
Zoster
HHV-4 Virus de Epstein Barr v Mononucleosis

Infecciosa Y Linfoma de

Burkitt
HHV-5 Citomegalovirus B Sindrome Citomegalico
Humano
HHV-6A B Exantema subitum
HHV-6B | Género Roseolovirus
HHV-7 B Pitiriasis Rosea
HHV-8 Herpes virus asociado a v Sarcoma de Kaposi.

sarcoma de Kaposi

La subfamilia Alphaherpesvirinae y su patogénesis
La subfamilia Alphaherpesvirinae incluye tres virus capaces de infectar
humanos, los Herpes Simplex Virus tipo 1y 2 (HSV-1 y HSV-2) y el virus de la

varicela zoster.
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Los HSV son virus neurotrépicos y pueden ocasionar una amplia variedad de
sindromes clinicos, que van desde una infeccion asintomatica hasta cuadros
de encefalitis, que aunque raros, tienen una elevada mortalidad y producen
secuelas neuroldgicas graves en los pacientes que logran sobrevivir (Roizman

y Pellet, 2007).

La infeccidn herpética inicia con la entrada del virus a través de una lesién en
la mucosa del tracto genital u oral de una persona susceptible (seronegativa)
después de entrar en contacto con secreciones de una persona infectada
(seropositiva). El virus se replica en el tejido epitelial por el cual penetrd
provocando una infeccion primaria y a partir de ahi, se disemina al tejido
nervioso ascendiendo por transporte axonal retrégrado a través de los nervios
sensoriales periféricos hasta llegar a un ganglio sensorial en el cual establece
un estado de latencia. Una vez en estado de latencia, estimulos apropiados
como el estrés y la inmunosupresidon entre otros, causan una reactivacion del
virus ocasionando que los virus viajen por transporte axonal anterégrado hasta

el sitio de la infeccién original (Roizman y Pellet, 2007; Beauman, 2005).

Las reactivaciones de HSV-1 y HSV-2 son frecuentes durante la vida del
individuo y pueden ser de tipo asintomatico o clinico (provocando la aparicion

de vesiculas o ulceras).

El virus del Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1) es el principal agente etiolégico del
herpes orofacial., Este virus establece latencia comunmente en el nervio

trigémino, por otro lado, el virus del Herpes Simplex tipo 2 (HSV-2) es uno de
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los agentes transmitidos por via sexual mas comunes en la actualidad y tiene
una preferencia por el nervio sacro para establecer estados de latencia.Datos
epidemioldgicos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que
aproximadamente el 46% (=150 millones de personas) de la poblacién adulta
de los Estados Unidos de Norteamérica esta infectada con HSV-1 y que existen
entre 40 y 60 millones de personas infectadas con HSV-2. En paises en vias
de desarrollo como México, la OMS sefiala que la incidencia de las infecciones
genitales por HSV-2 es del 40% en la Ciudad de México (WHO, 2008). Las
reactivaciones de HSV-1 y HSV-2 pueden alcanzar una tasa de incidencia de
hasta un 30% en la poblacion adulta segun datos de la OMS, sin embargo, esta
tasa es todavia mayor en pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV). Aunado a lo anterior, se ha observado un
incremento significativo de lesiones genitales asociadas a HSV-1 y de lesiones
orofaciales asociadas a HSV-2, todo ello relacionado con la actividad sexual

orogenital (Weiss, 2004; Herrera et al., 2005).

Aproximadamente un 25% de las personas infectadas con HSV-1 excretan el
virus en la saliva mientras que un 55% de las personas con infecciones
genitales asintomaticas por HSV-2 excretan virus en secreciones genitales
(Corey y Wald, 1999). Las infecciones herpéticas genitales tanto primarias
como por reactivacion, representan un riesgo severo de encefalitis durante el
embarazo, ya que el neonato puede infectarse al pasar por el canal de parto, lo
gue representa un grave problema de salud publica en la actualidad (Kimberlin,
2004). Las reactivaciones de HSV-1 y HSV-2 en pacientes con infecciones por

HIV también se han asociado con un aumento en la replicacién del HIV, lo que
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generalmente desencadenan el cuadro de SIDA en estos pacientes (Golden et

al., 1992; Mole et al., 1997).
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ANTECEDENTES

I. Antivirales

Existen diferentes compuestos antivirales empleados contra las infecciones
herpéticas, las cuales se tratan comunmente con analogos nucleosidicos como
el Aciclovir, penciclovir y desoxiguanosina. Estos compuestos son analgos de
bases que se fosforilan especificamente en las células infectadas por una
timidina cinasa viral (TK). Por medio de fosforilaciones posteriores llevadas a
cabo por distintas enzimas celulares se obtiene Aciclovir o Penciclovir trifosfato
los cuales compiten con el GTP celular resultando en una inhibicién de la DNA

polimerasa viral (Elion, 1993; Vere Hodge, 1993; O Brien, 1989).

Estos antivirales son altamente especificos dado que actian Unicamente sobre
células infectadas. Pero con el paso del tiempo, han surgido diferentes cepas
de HSV resistentes ellos sobre todo en pacientes inmunosuprimidos como
aguellos que estan infectados con HIV (Englund, et al., 1990; Christophers et
al., 1998; Gaudreau et al., 1998), aunque también hay reportes de cepas de
HSV-2 resistentes al Aciclovir en individuos inmunocompetentes (Kost et al.,

1993).

Estos virus mutantes presentan distintas alteraciones en la timidina cinasa viral
(TK) de manera que la actividad de esta enzima cambia, impidiendo la
fosforilacion del Aciclovir y el Penciclovir. También existen mutantes en los que
la DNA polimerasa esta alterada y aunque no son muy frecuentes, estos

mutantes también son resistentes al Aciclovir (Coen, 1980; Sacks, 1989).
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Recientemente, otro medicamento en contra de las infecciones herpéticas fue
aprobado por la FDA bajo el nombre comercial de Abreva (GlaxoSmithKline).
Este medicamento es un derivado del docosanol (n-docosanol) el cual puede
inhibir la entrada de distintos virus envueltos (incluidos los herpesvirus) a su

célula hospedera (Pope, 1998).

Il. Los péptidos antivirales

Los péptidos sintéticos dirigidos contra distintos virus son una de las terapias
antivirales mas novedosas en la actualidad. Se reconocen varias clases de
péptidos antivirales entre las que se encuentran aquellos que atraviesan la
membrana celular inhibiendo procesos biosintéticos del virus dentro de las
células, aquellos que son inhibidores de proteasas virales y por ultimo aquellos

gue bloquean la fusibn de membranas entre el virus y su célula hospedera.

Péptidos que atraviesan la membrana celular
Se encontré que péptidos derivados de diferentes péptidos sefial como el del
Factor de Crecimiento de Fibroblastos 4(FGF4) o de péptidos sefial capaces de
atravesar membranas poseen actividad antiviral contra HSV-1. Estos péptidos
poseen distintas propiedades, ya que no todos actian a la misma temperatura
ni bajo las mismas condiciones de pH. Sin embargo, estos péptidos no son
capaces de inactivar los viriones de HSV-1 y su actividad se presenta después

de la entrada del virus a la célula (Bultmann, 2001; Bultmann, 2002).

Péptidos inhibidores de proteasas
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Este tipo de péptidos ha sido muy poco estudiado debido a la dificultad de
inhibir a las proteasas virales de manera especifica, sin afectar otro tipo de
proteasas celulares, sin embargo, existen péptidos sintéticos contra
picornavirus que son especificos contra la proteasa viral y no tienen actividad
sobre otras proteasas celulares como las caspasas involucradas en procesos

apoptoticos (Deszcz, 2006).

Péptidos inhibidores de la fusion.
Los primeros acercamientos hacia este tipo de terapia antiviral corresponden a
algunos estudios hechos con el HTLV tipo 1 (Human T-cell Lymphotropic
Virus). Con la finalidad de estudiar las propiedades de las proteinas de fusién
de este virus se disefiaron diversos péptidos sintéticos entre los que se
encontraron algunos capaces de inhibir la formacién de sincitios debida a la
infeccion por HTLV (Sagara, 1996). Estudios posteriores demostraron que
péptidos derivados de ciertas regiones de las glicoproteinas virales gp46 y
gp21 eran capaces de bloquear la infeccion en una etapa posterior a la

adsorcion del HTLV a las células (Jinno, 1999).

También se logré demostrar que la inhibicion de la entrada de HTLV-1 a sus
células hospederas era independiente a una proteina llamada Hsc70 que es el
receptor celular de dicho virus. Por lo tanto, se demostré que los péptidos
sintéticos son capaces de reconocer a la proteina de fusion y que dicho
reconocimiento impide que se de la infeccion (Brighty, 2001).

Para el afilo 2003, Piiidn y colaboradores demostraron que ciertos peéptidos

sintéticos derivados de la region carboxilo terminal del ectodominio de la
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proteina transmebranal (TM) del HTLV-1 eran potentes inhibidores de la
infeccion por este virus. Ademas comprobaron la importancia de la estructura
de dichos péptidos, ya que éstos eran capaces de reconocer una region hepta-
repetida en esta proteina que es capaz de formar estructuras de “coiled-coils” y
aguellos péptidos que no reconocian esta region, fueron incapaces de bloquear

la infeccion (Pifion, 2003).

Los péptidos sintéticos con propiedades antivirales no sélo actian sobre la
entrada de los virus a las células. Existen péptidos sintéticos contra
picornavirus que son especificos contra la proteasa viral y no tienen actividad
sobre otras proteasas celulares como las caspasas involucradas en procesos

apoptoticos (Deszcz, 2006).

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) ha sido dificil de tratar debido al
surgimiento de genotipos de HIV resistentes a las distintas terapias antivirales
aplicadas en la actualidad. Existen diferentes estudios realizados con este virus
en los cuales se bloquea la glicoproteina de fusion (gp41) mediante el empleo
de péptidos sintéticos derivados de la misma. Dichos péptidos reconocen una
region importante en esta glicoproteina y por lo tanto son capaces de bloquear
la infeccién por HIV in vitro (Elgerlhofer, 2004). Existe un antiviral, aprobado por
la FDA, llamado Enfuvirtide, el cual es un inhibidor de la fusion de HIV y que es
un péptido sintético capaz de reconocer la glicoproteina de fusion de este virus.
El Enfuvirtide es producido por distintas farmacéuticas entre las que esta

Roche que lo produce bajo el nombre comercial de Fuzeon (Roche, 2005).
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Asi como en el caso de el Enfuvirtide, se ha intentado disefar péptidos
sintéticos dirigidos especificamente contra diferentes proteinas virales de
fusion. Existen péptidos disefiados contra el virus del oeste del nilo (WNV), el
virus de la influenza, el virus de la hepatitis C y contra el virus del SARS entre
otros. Todos estos péptidos estan especificamente dirigidos contra las
proteinas de fusion de estos virus y son derivados de dichas glicoproteinas o
se encontraron por diferentes métodos como el despliegue en fagos entre otros

(VanCompernolle, 2003; Ho, 2006; Bai, 2007; Jones,2006).

Por todo lo antes mencionado, en este proyecto nos propusimos el disefio de
péptidos sintéticos derivados de la glicoproteina H con los cuales sea posible
bloquear la infeccibn de HSV-1 y HSV-2 a su células hospederas. La
glicoproteina H se eligi6 como blanco en este estudio ya que es activada en un
inicio por el intermediario de fusién que forma gD al reconocer a su receptor
celular por lo que péptidos derivados de la porcion carboxilo terminal de gH
podrian bloquear esta activacion al unirse al intermediario fusogénico de gD.
Ademas, gH tiene tiene una region capaz de interactuar con gB, por lo que
también es posible bloguear la activacion de esta proteina con péptidos

sintéticos derivados de gH.
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JUSTIFICACION

Debido a la elevada incidencia de las infecciones herpéticas a nivel mundial, a
las complicaciones asociadas a este tipo de infecciones, al reducido nimero de
antivirales disponibles para tratarlas y al surgimiento de cepas de herpesvirus
resistentes a los antivirales que se emplean en la actualidad, es necesario el
desarrollo de nuevas terapias antivirales que sean especificas, eficaces y que
presenten nuevos blancos para tratar las infecciones herpéticas, por lo que en
este trabajo, se planted el disefio de un péptido derivado de la glicoproteina

viral gH para bloquear la infeccion por HSV-1y HSV-2 in vitro.
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HIPOTESIS

Ya que la glicoproteina H de los herpesvirus es una de las glicoproteinas
virales esenciales para completar el proceso de fusion de membranas entre el
virus y su célula hospedera y gracias al grado de conservacion estructural que
existe entre la gH de HSV-1 y HSV-2, es posible disefiar péptidos sintéticos
derivados de la glicoproteina H de HSV-1 que puedan impedir las interacciones
entre las proteinas involucradas en la fusion de membranas y por lo tanto,

puedan bloquear la infeccién por HSV-1y HSV-2 in vitro.
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OBJETIVO GENERAL

Disefar diferentes péptidos sintéticos derivados de la glicoproteina H de
HSV-1 y evaluar su capacidad para bloquear la infeccién por HSV-1y

HSV-2 in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar distintas propiedades bioquimicas y estructurales de la
glicoproteina H de HSV-1 con ayuda de herramientas bioinformaticas
para disefiar un panel de péptidos sintéticos derivados de esta
glicoproteina.

Determinar la citotoxicidad de los péptidos sintéticos disefiados.

Evaluar la capacidad de los péptidos sintéticos para bloquear la
infeccion por HSV-1 y HSV-2 in vitro.

Determinar la concentracion Optima de péptido necesaria para bloguear
la infeccidn herpética in vitro.

Comparar la efectividad antiherpética de los péptidos sintéticos

disefiados con la del Aciclovir.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Esquema general

Obtencion de

Propagacion de

abasto celular

HSV-1y HSV-2

Diseifio y sintesis
de péptidos
derivados de gH

Ensayos de
citotoxicidad

Disefio de los péptidos

Bloqueo de la
Infeccidén por
HSV-1y HSV-2
/ l N
Bloqueo
Bloqueo Bloqueo directo
a nivel i sobre el
lular conjunto br
ce virion

Alineamiento de la secuencia peptidica de la proteina

gH de HSV-1 y HSV-2 (T-Coffe).

|

Determinacion de las propiedades
bioquimicas de la gH de HSV-1:
antigenicidad (Emini), hidroficidad (Kyte &
Doolittle) y flexibilidad (B-values).

l

Analisis de resultados, eleccién
preliminar de regiones.

Determinacion de la estructura
secundaria de la gH de HSV-1 y HSV-

2 (psi-Blast).

Alineamiento de las

estructuras secundarias.

Determinacion de carga (EMBOSS,

A 4

Seleccion final de regiones basada en la
determinacion de estructura 3D y
resultados de Psi-Blast

algoritmo charge)
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[l Ensayos de Toxicidad

Péptidos CB-1, CB-2 y PAT

Diluciones 1:2 de cada
péptido. Stock 50 mM

Células Hep/G2C3A

Células Vero

Reduccion de MTT

V. Ensayos de Bloqueo sobre el virion

Péptidos CB-1, CB-2 y PAT

l

Diluciones
0.1 pM-50 pM Mezclar 100 TCID;,/ml de
» HSV-1y HSV-2

<

v
Incubar 30 minutos a 37°C

_ Agregar suspension
h células Vero

v

Incubar 48 horas a 37°C

\

Reduccion de MTT

V. Ensayosde blogueo conjunto
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Péptidos CB-1, CB-2 yPAT ‘
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METODOLOGIA

I. Propagacion de células y virus
I.I. Descongelacion de células Vero

Se descongela un vial de células Vero y se coloca en una botella de cultivo
celular que contenga medio de crecimiento M199 (adicionado de 0.17% de
NaHCOj3;, 6% de suero de neonato y 0.025% de L-glutamina). Las células se
incuban a 37°C en atmésfera de 5% de CO, durante toda la noche. Al dia
siguiente se retira el medio de cultivo con pipeta, se cambia por medio
fresco de crecimiento M199. Las células se incuban nuevamente a 37°C en

atmosfera de CO; hasta que alcanzan una confluencia total (Barron,1998).

l.Il. Subcultivo de Células Vero
Se elimina el medio de crecimiento de una botella con células al 100% de
confluencia, por la cara opuesta a la monocapa celular y se agregan 1.5 ml
de una solucion de tripsina al 0.025% en verseno al 0.05% (Tripsina-
verseno). Con esta solucion se lava la monocapa celular y por el lado
opuesto de la botella se elimina. Se vuelve a afadir un volumen de 1.5 ml
de la solucion tripsina-verseno y se bafa la capa celular. Se remueve el
exceso de solucion dejando unicamente 0.5 ml de la solucion de tripsina-
verseno y se deja actuar la solucion residual el tiempo necesario para que
las células se disgreguen (aproximadamente 5 minutos a 37°C). Se golpea
la botella para desprender la capa celular, se adicionan 3 ml de medio de

crecimiento y se homogeneiza la suspension por pipeteo suave.
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Se coloca un volumen de la suspension obtenida anteriormente en una
botella de cultivo celular y se agregan aproximadamente 9 voliumenes de
medio de crecimiento M199. Se tapan las botellas y se incuban a 37°C

hasta que alcanzan la confluencia. (Barrén,1998).

l.IIl. Propagaciéon de HSV-1 y HSV-2 en células Vero
Se inocula una botella confluente de células Vero utlizando una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.01. Las células infectadas se incuban a
37°C hasta que las células presenten de un 80 a 90% de efecto citopatico.
En ese punto se lleva a cabo la cosecha de virus mediante un proceso de
congelacion-descongelacién. Se eliminan los residuos celulares por
centrifugacion y se envasa el sobrenadante en viales con volimenes de
0.2-0.5 ml. Las cepas virales empleadas fueron para HSV-1 la cepa

Maclintyre y para HSV-2 la cepa G (Barr6n,1998).

l.IV. Titulacion viral
Se utilizé el micrométodo de dosis infectivas al 50%, para lo cual se siembra
una microplaca de 96 pozos con una suspension celular ajustada a 125,000
células/ml, colocando 100 pl de esta suspension en cada pozo de la placa.
Se preparan diluciones decimales del virus cosechado que van desde 10
hasta 10® con un volumen final de 2 ml. Se toman 100 pl de cada dilucién y
se depositan en cada uno de los pozos de la microplaca usando ocho pozos
por dilucion. Se incluye un testigo de células no infectadas y un testigo de
células infectadas con el virus sin diluir. Se incuba la microplaca a 37°C en

atmosfera de CO, y se observa diariamente al microscopio anotando el
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namero total de pozos que presentan efecto citopatico (ECP). El titulo se

calcula por el método de Reed-Muench (Barrén,1998).

II. Disefo y sintesis de péptidos.

Il.I. Obtencién de secuencias de la glicoproteina H.
Las secuencias de la glicoproteina H para cada uno de los virus estudiados
se obtuvieron del banco de datos del National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nih.gov ). Los nimeros de acceso se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Nimeros de acceso de las secuencias de nucléotidos del genoma de HSV-1 y

HSV-2 y de las secuencias de aminoacidos de la gH de cada uno de estos virus.

Virus No. acceso del genoma | No. acceso de la glicoproteina H

HSV-1 | NC_001806 NP_044623.1

HSV-2 | NC_001798 NP_044491.1

Il.Il. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de gH con T-
Coffee
Las secuencias de aminoacidos de los precursores de la gH de HSV-1 y
HSV-2 se alinearon mediante el programa T-Coffee (Notredame et al,

2000), disponible en http://www.ebi.ac.uk/t-coffee/ , para comparar el grado

de similitud que existe entre ambas glicoproteinas. Los alineamientos se

guardaron en formato FASTA para su analisis posterior.
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[I.I1l. Obtencidn de los perfiles de hidrofobicidad de gH
Para obtener los perfiles de hidrofobicidad de la gH de HSV-1 se utilizd
ProtScale (Gasteiger, 2005) disponible en

http://ca.expasy.org/tools/protscale.html. En este estudio la escala que se

empled fue la de Kyte-Doolittle y se utilizé una amplitud de ventana de 7
(Kyte y Doolittle, 1982) con el fin de determinar cuales eran las regiones
mas expuestas de la gH de HSV-1 con base en la hidrofobicidad de sus

residuos.

II.IV. Determinacion de las propiedades antigénicas de gH.
Para determinar el perfil antigénico de la gH de HSV-1 se utiliz6 el programa
Antibody Epitope Prediction empleando la escala de antigenicidad
propuesta por Parker (Parker et. al., 1986) disponible en

http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input. El analisis previo se

llevé a cabo para determinar las regiones mas expuestas de la gH de HSV-
1 con base en una escala basada en estudios de accesibilidad de

anticuerpos.

Il.V. Determinacion de la flexibilidad de cadena.
Para determinar la flexibilidad de cadena de aminoacidos de la gH de HSV-
1 se utilizé el programa PROFbval (Schlessinger, 2005; Schlessinger,
2006). El método esta disponible en

http://cubic.bioc.columbia.edu/services/profbval/
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Il.VI. Prediccion de estructura secundaria con PSIPRED
Para determinar la estructura secundaria de la gH de HSV-1 se utilizo el
programa PSIPRED (Jones ,1999). Este programa esta calificado en el
CASP 7 (Critical Assesment of Techinques for Protein Structure Prediction
7) como uno de los mejores para la prediccion de estructura secundaria. El

programa PSIPRED se descargo del sitio http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ y

se utiliz6 a través del servidor remoto del laboratorio de Biotecnologia y
Bioinformética Gendmica de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas con

licencia a nombre del Dr. Alfonso Méndez Tenorio.

[I.VII. Alineamiento de estructuras secundarias
Para hacer un alineamiento de las estructuras secundarias de la gH de
HSV-1 y HSV-2 se utilizé el programa Praline (Simossis, 1999; Simossis,
2005; Cuff, 2000; Lin, 2005), el cual calcula los alineamientos basandose en
estructuras secundarias obtenidas con PSIPRED para cada una de las
proteinas problema. Dicho programa  estd  disponible en

http://zeus.cs.vu.nl/programs/pralinewww/.

[I.VIIl. Determinacién de carga de la gH
Para determinar la carga de la gH se utilizo el programa Charge, disponible
en el servidor de EMBOSS (Rice, 2000), al cual se acceso a través de la
pagina del curso de bioinformatica del Programa de posgrado en
Biomedicina y Biotecnologia Molecular de la ENCB

http://148.204.168.187/bioinformatica/
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[I.IX. Determinacion de la estructura 3D de los péptidos
La posible estructura terciaria de los péptidos seleccionados se predijo con
el algoritmo Rosetta (Rohl, 2002) disponible en el servidor
HMMSTR/Rosetta (Bystroff, 2002) el cual puede encontrarse en

http://www.bioinfo.rpi.edu/bystrc/hmmstr/server.php.

[I.X. Sintesis de los péptidos
Se mandaron sintetizar tres péptidos de 18 residuos cada uno (llamados
CB-1, CB-2 y PAT) por sintesis en fase solida (Invitrogen). La pureza fue
mayor al 70% y la composicion de cada uno de los péptidos se comprobd
mediante cromatografia de alta presion en fase liquida. Los tres péptidos
sintetizados eran altamente hidrofilicos por lo que fueron disueltos en agua
a una concentracion final de 5mM. Para su almacenaje se dividieron en

alicuotas de 100 ul y se almacenaron a -10°C.

[ll. Ensayos de citotoxicidad

lll.I. Propagacion de células HepG2/C3A
Se descongela un vial de Células HepG2/C3A [ATCC:CRL-10741] vy se
coloca en una botella de cultivo celular que contenga medio de crecimiento
MEM (Modified Eagle’s Essential Medium) (adicionado de 2mM de
aminoacidos esenciales, 1mM de piruvato de sodio, 1500 mg/L de
bicarbonato de sodio y 10% de suero fetal de bovino). Las células se

incuban a 37°C en atmosfera de CO, durante toda la noche. Al dia siguiente
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se retira el medio de cultivo con pipeta, se cambia por medio fresco de
crecimiento MEM. Las células se incuban nuevamente a 37°C en atmdsfera

de CO; hasta que alcanzan una confluencia total.,

lIl.Il. Ensayos de citotoxicidad
La citotoxicidad de cada uno de los 3 péptidos (CB-1, CB-2 y PAT) se
determina tanto en la linea celular HepG2/C3A [ATCC:CRL-10741] como en
la linea celular Vero, para esto, se diluyen los péptidos por separado en
medio de mantenimiento (adicionado de 3% de suero) para obtener una
solucién con una concentracion final de péptido de 200 pg/ml. Por otro lado
se llena una microplaca de 96 pozos con una concentracién de 100 ul de
medio de mantenimiento en cada pozo (Excepto en la hilera 11 que se deja
vacia) y se colocan 100 pl de la diluciéon de péptido con 100uM en cada uno
de los pozos de la primera hilera de la microplaca para alcanzar una
concentracion final de péptido de 50uM. Se resuspende bien esta mezcla
con ayuda de una micropipeta multicanal., Se toman 100 ul de la mezcla
anterior y se transfieren a la siguiente hilera de la microplaca
resuspendiendo bien la mezcla con ayuda de la micropipeta multicanal., El
procedimiento anterior se repite entre cada hilera hasta llegar a la hilera 10
de la microplaca. Se desechan 100 ul de la dltima hilera para que cada
hilera quede llena con 100 pl de la solucion de péptido diluido a las
siguientes concentraciones (50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625, 0.78125,
0.390625, 0.19 y 0.05 uM). La hilera 11 se deja vacia y la hilera 12 se usa
como testigo celular. Se siembra la microplaca con una suspensiéon celular

ajustada a 125,000 células por mililitro colocando 100 pl de esta suspension
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en cada pozo de la placa (Excepto en la hilera 11). Se incuba la microplaca
a 37°C en atmoésfera de CO, durante 48 horas y se procede a medir la
citotoxicidad causada por los péptidos mediante un ensayo de reduccion de

MTT.

[II.IIl. Ensayo de reduccion de MTT
Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo) 2,5 difeniltetrazol (MTT) realizado por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color
azul (formazéan). Para el ensayo de reduccion de MTT se colocan 50 pl de
una solucién de MTT a una concentracion de 1 mg/ml en PBS en cada uno
de los pozos de la microplaca sembrada en el ensayo anterior (dos
microplacas para cada péptido, una en la que se prueba su citotoxicidad en
células Vero y otra en HepG2/C3A). Las microplacas se incuban a 37°C de
4-6 horas y pasado este tiempo se agrega a cada pozo 50 pl de una
solucion de SDS al 10% en acido clorhidrico 0.01N. Las microplacas se
incuban nuevamente a 37°C durante toda la noche y se leen en un
espectrofotometro para ELISA a 540 nm.Para calcular la toxicidad de los

péptidos de utiliza la siguiente férmula

%Toxicidad=[As CP/As TC] *100

Donde:
As CP= Absorbancia de las células tratadas con péptido

As TC= Absorbancia del testigo celular.
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IV. Ensayos de actividad antiviral de los péptidos

IV.I. Sobre el virus
Este ensayo consiste en colocar directamente los péptidos con el virus para
determinar la infectividad residual., Con esto se busca determinar la
capacidad de los péptidos de unirse a algan componente del virus para
bloquear la infeccion. Para esto se hacen diluciones seriadas de los
péptidos en una microplaca de 96 pozos de la misma manera en la que se
hicieron para los ensayos de toxicidad. En la hilera 12 se dejan 6 pozos
como testigo de células y 2 pozos como testigo de virus. Se colocan 100 pl
de una suspension viral que contenga 100 TCIDso/ ml en los primeros 6
pozos de las hileras 1-11 y en los 2 ultimos pozos de la hilera 12, se
colocan 100 pl de medio de mantenimiento en los otros 2 pozos de cada
hilera para usar como testigo de toxicidad. Las microplacas se incuban a
37°C durante 30 minutos y una vez transcurrido este tiempo se siembran
con una suspension celular ajustada a 125,000 células por mililitro
colocando 100 pul de esta suspension en cada pozo de la placa. Se incuban
las microplacas a 37°C hasta que los testigos virales presenten el 100% de
efecto citopatico. En ese momento se realiza el ensayo de reduccion de
MTT de la misma manera en la que se realiz0 para la determinacion de
citotoxicidad de los péptidos. La férmula utilizada para calcular el porcentaje

de proteccion de los péptidos es la siguiente:

%Proteccion =[AsCP- [(ASTC-AsTT)/( AsTV) ] *100
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Donde:

As CP= Absorbancia de las células tratadas con péptido
As TV= Absorbancia del testigo viral

As TC= Absorbancia del testigo celular.

As TT= Absorbancia del testigo de toxicidad

IV.Il. Sobre la infeccidon simultanea
En este ensayo se demuestra el efecto que tienen los péptidos al incubarlos
en conjunto con el virus y las células, esto para determinar si los péptidos
actuan al momento del contacto virus-célula, para ésto se hacen diluciones
seriadas de los péptidos en una microplaca de 96 pozos de la misma
manera en la que se hicieron para los ensayos de toxicidad. En la hilera 12
se dejan 6 pozos como testigo de células y 2 pozos como testigo de virus.
Se siembran las microplacas con una suspension celular ajustada a
125,000 ceélulas por mililitro colocando 100 pl de esta suspension en cada
pozo de la placa, inmediatamente después se colocan 100 ul de una
suspension viral que contenga 100 TCIDso/ ml en los primeros 6 pozos de
las hileras 1-11 y en los 2 ultimos pozos de la hilera 12, se colocan 100 pl
de medio de mantenimiento en los otros 2 pozos de cada hilera para
emplearlos como testigo de toxicidad. Se incuban las microplacas a 37°C
hasta que los testigos virales presenten el 100% de ECP. En ese momento
se realiza el ensayo de reduccion de MTT de la misma manera en la que se
realizd para determinar la citotoxicidad de los péptidos.La férmula utilizada

para calcular el porcentaje de proteccion de los péptidos es la siguiente:
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%Proteccion =[AsCP- [(ASTC-AsTT)/( AsTV) ] *100

Donde:

As CP= Absorbancia de las células tratadas con péptido
As TV= Absorbancia del testigo viral

As TC= Absorbancia del testigo celular.

As TT= Absorbancia del testigo de toxicidad

IV.IIl. Tratamiento sobre las células
Este ensayo se utiliza para observar si los péptidos interactian con las
células y gracias a esto bloquean la infeccion. Se siembran las microplacas
con una suspension celular ajustada a 125,000 células por mililitro
colocando 100 pul de esta suspension en cada pozo de la placa. Las
microplacas se incuban a 37°C en atmoésfera de CO, al 5% durante 24
horas 6 hasta que todos los pozos alcancen confluencia. Una vez
transcurrido este tiempo se hacen diluciones seriadas de los péptidos en la
microplaca previamente sembrada de la misma manera en la que se
hicieron para los ensayos de toxicidad. En la hilera 12 se dejan 6 pozos
como testigo de células y 2 pozos como testigo de virus.. Se incuban las
microplacas a 37°C durante 30 minutos. Se lavan las microplacas con PBS
1X o con medio de mantenimiento para eliminar todo el péptido que no se
hubiera adherido a las células y posteriormente se colocan 100 ul de una
suspension viral que contenga 50 TCIDso/ ml en los primeros 6 pozos de las

hileras 1-11 y en los 2 ultimos pozos de la hilera 12, se colocan 100 pl de

41



medio de mantenimiento en los otros 2 pozos de cada hilera para
emplearlos como testigo de toxicidad. Se incuban las microplacas a 37°C en
atmosfera de CO, al 5% hasta que los testigos virales presenten el 100% de
ECP. En ese momento se realiza el ensayo de reduccion de MTT de la
misma manera en la que se realizo para determinar la citotoxicidad de los
péptidos. La formula utilizada para calcular el porcentaje de proteccion de

los péptidos es la siguiente:

%Proteccion =[AsCP- [(ASTC-AsTT)/( AsTV) ] *100

Donde:

As CP= Absorbancia de las células tratadas con péptido
As TV= Absorbancia del testigo viral

As TC= Absorbancia del testigo celular.

As TT= Absorbancia del testigo de toxicidad
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RESULTADOS

I. Disefo, seleccién y Sintesis de péptidos

I.I. Obtencion de los perfiles de hidrofobicidad y flexibilidad de la
gH de HSV-1
Con las secuencias de aminoacidos de la gH de HSV-1 se construyeron

diferentes perfiles bioquimicos.

La hidrofobicidad de gH se determind para buscar aquellas regiones
potencialmente expuestas hacia la superficie de la proteina. Para esto se
empled la escala de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982)
Los resultados se obtuvieron tanto en formato grafico como numérico sin

embargo, se descargaron los resultados numéricos para su analisis posterior.

La antigenicidad de la gH se determin6é con la escala propuesta por Parker
(Parker et al., 1986) la cual permite la prediccidbn de regiones antigénicas
debido a que dicha escala fue construida con datos de interacciones entre
anticuerpos y proteinas. Las regiones antigénicas generalmente estan
expuestas por lo que debido a este hecho se decidi6 utilizar dicha escala. Esta
determinacion se llevo a cabo con ayuda del programa Antybody Epitope

Prediction y los resultados numeéricos se descargaron para su analisis posterior.

La flexibilidad de la cadena principal de aminoacidos de gH se determind con el

programa PROFbval (Schlessinger, 2005). Con ayuda de éste programa se
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determinaron aquellas regiones de gH que son mucho mas flexibles lo que
favoreceria sus interacciones con otras proteinas. Los resultados numeéricos

también se descargaron para su analisis.

Para facilitar la interpretacion de los resultados, Unicamente se muestran los
resultados para la determinacion de hidrofobicidad, antigenicidad y flexibilidad
de la gH de HSV-1 (por residuo) de forma grafica, los resultados numéricos no
se incluyen, sin embargo, se analizaron individualmente antes de construir las

gréficas. Los resultados se muestran en la figura 10.

Perfiles bioquimicos de gH

2 Tt

26 51 76 101 126 151 176 201 226 251 276 301 326 351 376 401 426 451 476 501 526 551 576 601 626 651 676 701 726 751 776 801 826

[— KyteaDoolittle — Emini — Flexibilidad |

Figura 10. Grafica de los perfiles bioquimicos residuo por residuo de la gH de HSV-1. En
esta grafica se muestran los valores por residuo de las determinaciones de hidrofobicidad,
antigenicidad y flexibilidad para la gH de HSV-1. En color rosa se muestra la determinacion de
hidrofobicidad realizada con la escala de KyteyDoolittle, en azul la determinacion de
antigenicidad realizada con la escala propuesta por Parker et. al., y en rojo la determinacién de
flexibilidad realizada con PROFbval.,
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Para determinar si las propiedades bioquimicas determinadas para la gH de
HSV-1 por cada residuo (hidrofobicidad, antigenicidad y flexibilidad de cadena)
eran parecidas a las de regiones de 15 residuos se tomaron los valores
numericos individuales de cada 15 residuos y se obtuvo un valor promedio de
los mismos. Estos valores promedio se graficaron de la misma manera que los
valores individuales con la diferencia de que en la representacion grafica

mostrada en la figura 11, cada punto representa 15 residuos en vez de uno.

Perfiles bioquimicos de gH (porciones de 15 residuos)
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—e— Hidrofobicidad (Kyte&Doolittle) —=— Antigenicidada (Emini) —— Flexibilidad (Schlessinger)

Figura 11. Grafica de los perfiles bioquimicos de la gH de HSV-1 por porciones de 15
residuos. En esta grafica se muestran los valores promediados por porciones de 15 residuos
de las determinaciones de hidrofobicidad, antigenicidad y flexibilidad para la gH de HSV-1. En
color rosa se muestra la determinacion de hidrofobicidad realizada con la escala de
KyteyDoolittle, en azul la determinacion de antigenicidad realizada con la escala propuesta por
Parker et. Al., Y en rojo la determinacién de flexibilidad realizada con PROFbval.,

La figura 11 muestra que hay regiones de 15 residuos en la gH de HSV-1 que

estan altamente expuestas (por ser hidrofilicas y antigénicas) ademas de ser
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flexibles. Estas regiones se seleccionaron para llevar a cabo los analisis

posteriores.

l.Il. Determinacion de la estructura secundaria de gH con PSIPRED
La estructura secundaria de la gH de HSV-1 se determin6 con PSIPRED. Con
este analisis se buscO predecir la estructura secundaria que posee dicha
glicoproteina para poder correlacionar los datos de los perfiles bioquimicos y
los datos estructurales al momento de seleccionar aquellas regiones de esta
glicoproteina de la que se derivarian los péptidos. Los resultados se muestran

a continuacion.

a)HSV-1

Conf: 986022156888733100000310116840032425521465426863265268888667
Pred: HHHHHHHHHHHHHHHH EE EEEEEE EEE

AA: MGNGLWEVGVIILGVAWGQVHDWTEQTDPWFLDGLGMDRMYWRDPATGRLWLPNTPDPQK
Conf: 887613772232111113412220003145999851007898620578730431589876
Pred: HHH HHHHHH EEEEEEE EEEEEECHHH

AA: PPRGFLAPPDELNLTTASLPLLRWYEERFCEFVLVTTAEFPRDPGOLLYIPKTYLLGRPPN
Conf: 789888888999788983477630015520147613563378981478533444222325
Pred: HHHHH EEEEEE CEE

AA: ASLPAPTTVEPTAQPPPSVAPLKGLLHNPAASVLLRSRAWVTEFSAVPDPEALTFPRGDNV
Conf: 402688756789987785678887886245101058716899624433775158997766
Pred: E HH EEEEECHHH EEEEEE

AA: ATASHPSGPRDTPPPRPPVGARRHPTTELDITHLHNASTTWLATRGLLRSPGRYVYFSPS
Conf: 677001221522356527257653555412112245513788468999624241002568
Pred: EEEEEEEEEEEECHHHHHHHHHCHHHHEEEEEE EEEEEE

AA: ASTWPVGIWTTGELVLGCDAALVRARYGREFMGLVISMHDSPPVEVMVVPAGQTLDRVGD
Conf: 566288878999999862599996333565531689999877548788768899998999
Pred: HHH EEEEEEE HHHHHHHHHHH HHHHHHHHH

AA: PADENPPGALPGPPGGPRYRVEFVLGSLTRADNGSALDALRRVGGYPEEGTNYAQFLSRAY
Conf: 999987502014887278999999999999999876662101038989876744499999
Pred: HHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC CHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

AA: AEFFSGDAGAEQGPRPPLEFWRLTGLLATSGFAFVNAAHANGAVCLSDLLGEFLAHSRALAG
Conf: 986632688887111475560830001430121377787651102477666113233310
Pred: HHHHHH HHH HHHHHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHH

AA: LAARGAAGCAADSVFENVSVLDPTARLQLEARLQHLVAEILEREQSLALHALGYQLAFVL
Conf: 566664346777899999999987355124872689999999998726445676502333
Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH HHHH

AA: DSPSAYDAVAPSAAHLIDALYAEFLGGRVLTTPVVHRALFYASAVLRQPFLAGVPSAVQR
Conf: 204789998763158889987687899887213378875100010223345421123330
Pred: HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH

AA: ERARRSLLIASALCTSDVAAATNADLRTALARADHQKTLEFWLPDHEFSPCAASLREDLDES
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Conf: 145443210222102677640004576003456650450022106226640455657876
Pred: HHHHHHHH HHHHHHHHH HHHHHHHHH HHHH HHHH
AA: VFILDALAQATRSETPVEVLAQQTHGLASTLTRWAHYNALIRAFVPEASHRCGGQSANVE
Conf: 389985028822898478885010365212475571799996476311231121047743
Pred: EEEEEE EEEEEE EEEECCEEECCEEEEEEE EECCEEEE
AA: PRILVPITHNASYVVTHSPLPRGIGYKLTGVDVRRPLEFLTYLTATCEGSTRDIESKRLVR
Conf: 668553831006899980789757889877837888760578777751204787614899
Pred: EEEEEEEE EEEEEEECCHHHHHHHH EE EEEE
AA: TONQRDLGLVGAVEFMRYTPAGEVMSVLLVDTDNTQQQIAAGPTEGAPSVESSDVPSTALL
Conf: 9479849999872131000110578999999999999999999999714786124339
Pred: EE EEEEEEE EE CCCCCEEECC
AA: LFPNGTVIHLLAFDTQPVAAIAPGFLAASALGVVMITAALAGILKVLRTSVPFFWRRE

Figura 12. Representacion esquemética de la estructura secundaria del precursor de gH
de HSV-1 determinada con PSIPRED. Las alfa hélices estan marcadas en azul, las regiones
beta plegadas estdn marcadas en rojo y las regiones que forman coils estan marcadas en
amarillo. La hélice transmembranal estd marcada en verde.

La proteina estad formada en su mayoria por a-hélices con algunas regiones
ricas en tiras B-plegadas. Se puede observar que hacia la porcibn amino
terminal (residuos 1-250) la proteina tiene una estructura secundaria rica en
rizos con algunas a-hélices y tiras pP—plegadas pequefias (menos de 10
residuos). Ya que en esta region de gH es donde se dan interacciones con la
gL, es probable que estas interacciones le den una estructura secundaria
diferente y mas definida a esta porcion de gH. La porcién intermedia de la
proteina (residuos 251-650) esta compuesta por una gran cantidad de o-
hélices de distintos tamafos. Por ultimo, la porcidon proximal a la membrana

estd compuesta en su mayoria por tiras p-plegadas.

[.1Il. Alineamiento de estructuras secundarias con Praline.

Los resultados del alineamiento de las estructuras secundarias de la gH de
HSV-1 y HSV-2 hecho con Praline se muestran a continuacion. La estructura
secundaria que se determiné con PSIPRED para la gH de HSV-1 y la que

determind el programa Praline (también con PSIPRED), son casi idénticas por
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lo que se puede confiar en que la determinacion de estructura secundaria para

ambos programas es igual., Con la diferencia de que en Praline no se muestra

la confiabilidad de la prediccion. El alineamiento se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Alineamiento de la estructura secundaria de la gH de HSV-1 y HSV-2 con
Praline. En rojo se muestran las regiones correspondientes a a-hélices, en verde las regiones
correspondientes a tiras B-plegadas y sin color se muestran las regiones que corresponden a
estructuras de lazo.

Los resultados del alineamiento muestran que la gH de ambos virus (HSV-1y
HSV-2) tiene una estructura secundaria muy similar. Existen regiones en la gH
de HSV-1 que no poseen estructura secundaria definida lo que no concuerda

con la prediccion del programa PSIPRED (Fig. 12). Sin embargo, en analisis
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posteriores, se utilizé la prediccionn obtenida con PSIPRED para asignar

estructura secundaria a estas regiones no definidas .

I.IV. Determinacion de la carga de gH con el programa Charge

La determinacion de carga de la glicoproteina H de HSV-1 se realiz6 con el

programa Charge, disponible en el servidor de Emboss. Los resultados graficos

se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Gréfica de la Determinacion de la carga de gH de HSV-1 con el programa
Charge. En esta grafica se puede observar la determinacién de carga (porciones de 15
residuos) de la glicoproteina H de HSV-1.

Las gréficas de carga representan la carga de porciones de 15 residuos, de la
misma manera en la que se representaron anteriormente los perfiles de

hidrofobicidad. En esta grafica se puede observar que la gH de HSV-1 posee
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regiones que tienen tanto carga positiva como negativa. Dichas regiones
pueden interactuar electrosaticamente ya sea con otras proteinas o para darle
estructura a gH. todos los datos anteriores se conjuntaron para hacer la

seleccién de los péptidos que se emplearon en este estudio.

l.V. Seleccién de péptidos

Para la seleccion de los péptidos que pudieran bloquear la infeccion por HSV-1
y HSV-2, derivados a partir de la gH de HSV-1 se llevaron a cabo dos etapas

de seleccion.

En la primera etapa de seleccion, las secuencias de aminoacidos de la gH de
HSV-1 y HSV-2 se alinearon con el programa T-COFFEE con la finalidad de
observar el grado de similitud que existe entre ambas proteinas y determinar si
existia la posibilidad de que péptidos derivados de la gH HSV-1, fueran
capaces de bloquear la infeccién de ambos virus. Con los datos obtenidos con
T-COFEE, el grado de similitud que se encontrdé fue de 87% lo cuél es un
indicativo de la alta semejanza que existe en la secuencia de aminoacidos de
ambas proteinas, por lo que se optd por disefiar los péptidos a partir de la gH

de HSV-1.

Para hacer el disefio de los péptidos se tomaron en cuenta las propiedades
bioquimicas de la gH y se llevé a cabo un analisis de su hidrofobicidad,
antigenicidad y de la flexibilidad de la cadena polipeptidica principal de dicha

glicoproteina (no se toma en cuenta la flexiblidad de los grupos R de cada
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residuo). Se buscaron aquellas regiones que fueran altamente hidrofilicas, que

estuvieran expuestas segun los datos de antigenicidad y que fueran flexibles.

Del proceso de seleccion primaria se escogieron 11 péptidos que poseian las
caracteristicas bioquimicas antes mencionadas (flexibilidad, hidrofilicidad y
antigenicidad). Para refinar la seleccion aun mas, se realizO un proceso de
seleccion secundario, el cual consistid en determinar la estructura secundaria
de la gH de HSV-1 con el programa PSIPRED (Jones, 1999). Una vez
determinada dicha estructura se procedié a hacer un alineamiento de las
estructuras secundarias de la gH de HSV-1 y HSV-2 con el programa Praline el
cual permite comparar la estructura secundaria entre dos o0 mas proteinas. Con
esto se escogieron aquellas regiones en las que la estructura secundaria de
ambas proteinas estuviera conservada. Una vez obtenido el alineamiento se
compar6 la estructura secundaria obtenida para HSV-1 por Praline con la
obtenida anteriormente con PSIPRED. Ya que ambas estructuras son
determinadas con el mismo programa, lo que se pretendia con esto era
corroborar que el alineamiento no interfiere con la determinacion de estructura
secundaria. Por otro lado, también se necesitaban los valores de confiabilidad
de la prediccion obtenidos con PSIPRED para escoger aquellas regiones en las
que la prediccion tuviera altos valores de confiabilidad ya que estos datos no se

muestran en el alineamiento obtenido con Praline.

Se determind la carga de la gH de HSV-1 ya que las regiones que se van a

utilizar deben poseer una carga neta ya sea positiva 0 negativa, debido al
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hecho de que las interacciones entre proteinas virales y sus receptores son

principalmente de tipo electrostatico.

Conjuntando todos los datos anteriores se encontraron 6 regiones que podrian
ser posibles blancos para el disefio de péptidos sintéticos. Dichas regiones se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Péptidossintéticos seleccionados. En esta tabla se muestran los péptidos sintéticos
seleccionados después de llevar a cabo dos etapas de seleccion. Se muestra la estructura
secundaria de dichos péptidos ademas de la posicidon y la secuencia de los mismos. La carga
aparece marcada con + 0 — dependiendo si dicha carga es positiva o negativa.

Nombre | Posicion Estructura secuencia carga
secundaria

CB-1 193-208 _ PPPRPPYGARRHPTT +I
CB_2 301-315 _ PADENPPGALPGPPG + I 0 "
CB-3 364-378 ] FSGDAGAEQGPRPPL jOf+
CB-4 571-585 _ ARADHOKTLRAWLPDH +',
CB-5 608-623 _ AQATRSETPYEVLAQQ 0,[ .I+
CB-6 F02-718 _ ATCEGSTRDIEPKRLYR ',+

. e-halice . S-plegado . Nzo

En la tabla anterior se puede observar la posicion de los péptidos dentro de la
gH de HSV-1, la estructura secundaria de los mismos, su secuencia y su carga.
Los péptidos CB-1 y CB-2 se descartaron debido a que poseen una estructura
secundaria de rizo, lo cual puede provocar que se plieguen sobre si mismos al

encontrarse en solucién debido a la carga que presentan.
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Por lo tanto, Unicamente quedaron cuatro péptidos (CB-3 - CB-6) a los cuales
se les determinaron dos parametros mas, la estructura tridimensional de cada
uno por medio de una prediccion ab initio utilizando el programa Rosetta, para

determinar si coincidia con la estructura secundaria previamente determinada

Los resultados de la prediccion de estructura terciaria se muestran en la Fig.

15.

P.M= 2179.3 P.M= 2457.7
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COOr

CB-6
CB-5

P.M= 2128.3
P.M= 2246.5

Fig 15.Prediccion de la estructura tridimensional de los péptidos CB-3, CB-4, CB-5 y CB-
6 .En azul se muestran las estructuras de rizo, en Rosa las a-hélices y en Amarillo las tiras p-
plegadas.

Una vez determinada la estructura de los péptidos se llevé a cabo un analisis
BLAST para determinar si estos péptidos tenian algin homologo remoto
relacionado con funciones celulares como sefalizacién 6 crecimiento. Estos
homologos se buscaron para determinar in silico si los péptidos tenian alguna
posiblidad de presentar toxicidad en las células debida a su participacion en

algun proceso celular. Los resultados del analisis BLAST se muestran en la

Figura 16.

*CB-3

*g1]19629402|ref|NP_044623.1| virion glycoprotein H [Human herpesv... 49 2e-05
°*gi|10444402|gb|AAG17895.1| glycoprotein H [human herpesvirus 1] 49 3e-05
*gi1]138316|sp|P08356|VGLH _HHV1E Glycoprotein H precursor >gi|3302... 49 3e-05
*gi 32892257 |gb|AAP89021.1| glycoprotein H [Human herpesvirus 1] 46 le-04
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*CB-4

@gi]9629402|ref |[NP_044623.1| virion glycoprotein H [Human herpesv... 47 le-04
@$gi 10444402 |gb|AAGL7895.1| glycoprotein H [human herpesvirus 1] 47 le-04
@gi|138316|sp|P08356|VGLH HHV1E Glycoprotein H precursor >gi|3302... 47 le-04
*CB-5

*No hay hits de Blast con valores de expectacién menores a 0.001 (e < 0.001)

*CAB-6

*No hay hits de Blast con valores de expectacién menores a 0.001 (e < 0.001)

Figura 16. Determinacién de homélogos remotos para los péptidos CB-3, CB-4, CB-5y
CB-6 mediante el programa psi-Blast.

Ninguno de los péptidos mostré similitud con otra proteina que no fuera la
Glicoproteina H de HSV-1, por lo que cualquiera de los cuatro era buen

candidato para usar en los ensayos siguientes.

I.VI. Sintesis de péptidos
Se mandaron sintetizar tres péptidos, seleccionados con base en los analisis
anteriores. Estos péptidos fueron el CB-3 y el CB-4 los cuales, para facilitar
analisis posteriores, fueron renombrados como CB-1 y CB-2 respectivamente.
Por otro lado, se decidio incluir un péptido que no cumpliera las caracteristicas
bioquimicas y estructurales antes mencionadas. Dicho péptido, nombrado PAT,
se derivo de la porcion hipervariable de la gH de HSV-1 ya que esta region es
la mas variable entre la gH de HSV-1 y HSV-2, ademas, la gH no posee una
estructura definida en dicha region, probablemente porque en esta region

interactda con gL y es probable que estas interacciones le confieran estructura
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a esta region de gH. Las caracteristicas resumidas de los péptidos

seleccionados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de los péptidos CB-1, CB-2 y TNT.

Nombre Posicion Estructura Secundaria Secuencia Carga
CB-1 364-378 — EFFSGDAGAEQGPRPPLF +/o/_
CB-2 571-585 s ALARADHQKTLFWLPDHF +/_
PAT 54-71 NTPDPQKPPRGFLAPPDE 0
I
B co-hélice B - B rizo

plegada

lll. Ensayos de citotoxicidad

Se probd la citotoxicidad de cada uno de los péptidos sinttéticos (CB-1, CB-2 y
PAT) en dos lineas celulares. Se selecciond la linea celular HepG2/C3A que es
una linea de hepatocarcinoma humano porgue la mayoria de los farmacos que
se planean para su uso en humanos deben probarse previamente en células
hepaticas para medir el grado de citotoxicidad que pueden provocar en el
higado (Lawansprasert, 2001; Marotto, 2007). La otra linea celular elegida fue
la linea celular Vero, ya que la propagacién de HSV-1 y HSV-2 se realiza de
manera comun en esta linea celular, ademas, los ensayos de bloqueo de la
infeccion herpética se llevaron a cabo en células Vero por lo que era importante

determinar el grado de toxicidad que provocaban en dichas células.
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Para probar la toxicidad de los péptidos se probaron concentraciones de cada
péptido desde 50 uM hasta 0.1 uM, la toxicidad provocada por cada uno de los
péptidos se midié por un ensayo de reduccion de MTT. El testigo celular se
tomo6 como el 0% de toxicidad y a partir de ese valor se calcul6 la toxicidad de
cada péptido. Los resultados de las determinaciones de toxicidad para cada

péptido se graficaron de manera conjunta y se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Grafica de la citotoxicidad en células HepG2/C3A de los péptidos
sintéticos CB-1, CB-2 y PAT.

La toxicidad observada para los péptidos sintéticos (CB-1, CB-2 y PAT) en la
linea celular HepG2/C3A no excede los valores de 20%. El péptido que mostré
ser mas toxico en dicha linea celular fue el péptido CB-2, alcanzando de
toxicidad de aproximadamente 15% en las concentraciones que van desde 6.5

uM hasta 0.4 uM. El péptido CB-1 mostroé los valores mas bajos de toxicidad en
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el mismo rango de concentraciones, dicha toxicidad varia entre el 1% y el 7%
aproximadamente. El péptido PAT muestra valores de toxicidad constantes que

varian entre el 7% y el 9% aproximadamente.

Toxicidad (%)
50
40
30
- PAT
20 —e—(B-1
_|_ CB-2
10 ]"I' - oy ]’
[ + ? ?
i T T
0 % ? * L — i
T ! ! I Concentracién
L 1 l de péptido
10 ‘ ‘ ‘ (M)
0.01 1.5 60

Figura 18. Gréfica de la citotoxicidad en células Vero de los péptidos sintéticos
CB-1, CB-2y PAT.

La toxicidad provocada por los péptidos en la linea celular Vero (Fig. 18) es
menor a la provocada en la linea célular HepG2/C3A (Fig. 17). En términos
generales se puede decir que la toxicidad no excede valores del 10% a
concentraciones de los péptidos que van desde 25.3 uM hasta 0.1 uM. En
dicho rango de concentraciones la toxicidad no excede valores del 10%. La

concentracion mas toxica para todos los péptidos (Excepto para el CB-2) es la
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concentracion de 50 uM en la que se observa que los péptidos PAT y CB-1

presentan una toxicidad de 15% aproximadamente.

Como era de esperarse, la toxicidad provocada por los péptidos sintéticos en la
linea celular HepG2/C3A fue mas alta que en la linea celular Vero debido a que
las lineas de células hepaticas (HepG2/C3A) son mucho mas sensibles a
diversos farmacos que las lineas fibroblasticas (Vero). Sin embargo, los valores
de toxicidad no son muy elevados por lo que se prosiguié a realizar los

ensayos de bloqueo.

IV. Ensayos de bloqueo

Los ensayos de bloqueo se llevaron a cabo en la linea celular Vero, ésto
porque tanto HSV-1 como HSV-2 se multiplican efectivamente en esta linea
celular. Para determinar el nivel al que acttan los péptidos sintéticos, ya sea
directamente sobre el virién, o uniéndose a alguna molécula en la superficie

celular, se llevaron a cabo tres tipos de ensayos distintos.

IV.I. Bloqueo directo sobre el virion
Para determinar si existian interacciones entre los péptidos sintéticos y el virion
que fueran capaces de impedir la infeccién, se diluyeron los péptidos a las
mismas concentraciones que se emplearon para los ensayos de toxicidad (50
puM-0.05 uM) y se pusieron en contacto con 100 TCIDso/ml de HSV-1y HSV-2 y
se incubaron durante 30 minutos a 37°C para dar tiempo suficiente a los
péptidos de interactiar con el virus. Después de este tiempo de incubacion se

agregaron las células y las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas, que
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fue el tiempo que tardaron los testigos de virus en dar un efecto citopatico

completo. Los resultados de éste experimento se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Grafica del porcentaje de proteccién en contra de la infeccion por
HSV-1 en la linea celular Vero debida a la accién directa sobre el virién de los
péptidos CB-1, CB-2y PAT.

Todas las concentraciones de péptido probadas en este ensayo mostraron que
los tres péptidos son capaces de interferir con la infeccion viral.,, El
comportamiento de los péptidos CB-1 y CB-2 presenta una tendencia lineal
(dosis-respuesta) con una una actividad antiviral de entre 70 y 80% entre las
concentraciones de 12.5uM y 3.125uM como esta marcado en la figura 19 con
circulos azules. Sorprendentemente, el péptido PAT que proviene de la region
hipervariable de gH mostré una respuesta lineal (dosis-respuesta) entre las

concentraciones de 6.125 uM y 0.8 uM con una actividad antiviral de alrededor

del 110%, superior a la mostrada por los péptidos CB-1 y CB-2 en el mismo
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rango de concentraciones como se puede observar en la gréfica. El péptido
PAT proviene de una region hipervariable de la gH de HSV-1 que no presenta
una estructura secundaria definida. El bloqueo en contra de la infeccion
herpética por este péptido puede deberse a varios factores que se discutiran

mas adelante.

Los resultados de este ensayo para el bloqueo de la infeccién por HSV-2 se

muestranen la figura 20.
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Figura 20. Grafica del porcentaje de proteccion en contra de la infeccién por
HSV-2 en la linea celular Vero debida a la accion directa sobre el virion de los
péptidos CB-1, CB-2y PAT.

De manera similar al efecto observado por los péptidos en contra de la

infeccion por HSV-1, para HSV-2 todas las concentraciones de péptido

probadas mostraron actividad antiviral.,El comportamiento del péptido CB-2
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presenta una tendencia lineal (dosis-respuesta) con una una actividad antiviral
de entre 80 y 90% entre las concentraciones de 1.125uM y 0.8uM como esta
marcado en la figura 20 con circulos azules. El péptido PAT mostré una
respuesta lineal (dosis-respuesta) entre las concentraciones de 0.8 uM y 0.1
puM con una actividad antiviral de alrededor del 120%, superior a la mostrada
por los péptidos CB-1 y CB-2 en el mismo intervalo de concentraciones como
se puede observar en la grafica. El péptido CB-1 no muestra tendencia lineal
en ningan rango de concentraciones. La actividad mostrada por los péptidos
CB-2 y PAT fue ligeramente superior a la mostrada por los mismos péptidos en

contra de la infeccién por HSV-1.

Debido a que los péptidos CB-1 y CB-2 mostraron mayor actividad antiviral a
menores concentraciones, el siguiente ensayo se llevo a cabo utilizando los

péptidos diluidos a concentraciones de 6.3 uM a 0.006 pM.

IV.1l. Ensayo de tratamiento conjunto
El siguiente ensayo consistié en probar el efecto de los péptidos sintéticos en
contra de HSV-1 y HSV-2 colocando todos los componentes de la mezcla al
mismo tiempo, es decir, los péptidos diluidos, el virus y las células. Este ensayo
permite observar el efecto de los péptidos durante la infeccion. Si los pfAeptidos
no interfieren en las interacciones virus célula, permitiran el inicio de la
infeccion (fusibn de membranas con liberacibn de capsides desnudas al
citoplasma) y por lo tanto la infeccién viral sera exitosa. Si por el contrario, los

péptidos interfieren con las interacciones virus-célula no habra infeccion viral.,
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Para este ensayo se decidio bajar la concentracion de virus de 100 TCIDso/ml a

50 TCIDso/ml.
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Figura 21. Gréafica del porcentaje de proteccién ejercida por los péptidos CB-1y
CB-2 y PAT en contra de la infeccion por HSV-1 por tratamiento conjunto (Virus-
Péptidos-Células).

El péptido CB-1 mostr6 una respuesta lineal (Dosis-Respuesta) en las
concentraciones de 0.7uM a 0.09 uM (Fig. 21, circulo azul). Los péptidos CB-2
y PAT mostraron una respuesta lineal entre las concentraciones de 0.36 uM a
0.09uM (Fig. 21 circulo rojo). En este ensayo el péptido CB-1 muestra una
actividad antiviral maxima de entre 120 y 150% mientras que el péptido CB-2
presenta una actividad maxima de alrededor de 140%. El péptido PAT presenta
actividad antiviral aunque dicha actividad es menor que la mostrada en el
ensayo de blogueo directo sobre el virus. Los péptidos CB-1 y CB-2 pueden
estar actuando durante las interacciones virus-célula en la infeccion por HSV-1

y por este hecho presentan mayor actividad antiviral que el péptido PAT que
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como ya observO anteriormente, actia directamente sobre el virion.
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Figura 22. Gréfica del porcentaje de proteccién ejercida por los péptidos CB-1,
CB-2 y PAT en contra de la infeccion por HSV-2 por tratamiento conjunto (Virus-
Péptidos-Células).

En el caso de HSV-2 (Fig. 22) , los péptidos CB-1, CB-2 y PAT presentan una
tendencia lineal (Dosis-Respuesta) en las concentraciones de 6.5 mM a 0.8
mM. El péptido CB-2 muestra un efecto ligeramente mayor que los otros dos
con un porcentaje de proteccibon maximo de aproximadamente 120%. La
diferencia en proteccion entre los péptidos CB-1 y PAT no es significativa y es
de aproximadamente 100%. El péptido CB-2 ejerce un efecto antiviral mayor en
este ensayo en comparacion con el ensayo en el que se incubd directamente
con el virus. Es probable, al igual que sucede con HSV-1 que el péptido CB-2
interfiera con las interacciones virus-célula cuando inicia la infeccion por HSV-

2.
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IV.1ll. Tratamiento sobre las células.

Ninguno de los péptidos (CB-1, CB-2 y PAT) mostraron actividad antiviral
elevada en este ensayo. En el caso de la infeccion por HSV-1 (Fig. 23),
ninguno de los tres péptidos superé el 30% de actividad antiviral en
comparacion a los otros dos ensayos en los que la actividad antiviral rebasa los
niveles del 80%. Al lavar los péptidos de la superficie celular se elimina la
mayoria del péptido que no interactia con las células. El efecto antiviral
observado puede deberse a péptido residual que no se haya eliminado durante
los lavados o que se haya pegado a la superficie celular y que haya sido capaz

de bloquear la infeccion.
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Figura 23. Gréfica del porcentaje de proteccién ejercida por los péptidos CB-1,
CB-2 y PAT en contra de la infeccién por HSV-1 por tratamiento previo de las
células.
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En el caso de HSV-2 ocurre un efecto similar al ocurrido para HSV-1 como se

puede observar en la figura 24.
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Figura 24. Gréfica del porcentaje de proteccidn ejercida por los péptidos CB-1,
CB-2 y PAT en contra de la infeccién por HSV-2 por tratamiento previo de las

células.

Para este ensayo se puede observar que

la actividad antiviral baja

drasticamente, ademas, no se presenta una tendencia lineal (Dosis-Respuesta)

para ninguno de los péptidos probados. Esto indica claramente que el efecto de

péptidos no es a nivel celular, sino en las interacciones virus-célula y

directamente sobre el virién.

IV.IV. Tratamiento con Aciclovir

Para comparar la efectividad de los péptidos se llevd a cabo un ensayo de

inactivacion utilizando Aciclovir.

Este medicamento es el mas utilizado en
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contra de las infecciones por HSV-1 y HSV-2 por lo que se compard su

efectividad con la de los péptidos. Los resultados del tratamiento con Aciclovir

se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Gréfica del porcentaje de proteccidon ejercida por Aciclovir en contra

de lainfeccién por HSV-2.

El Aciclovir muestra una respuesta lineal (Dosis-Respuesta) (Circulo azul figura

25) en concentraciones que van desde 0.0635 puM hasta 0.001 uM contra 100

TCIDso/ ml de HSV-1 y HSV-2. El efecto antiviral en estas concentraciones es

aproximadamente de 70%. Los péptidos sintéticos probados mostraron niveles

mayores de proteccion a concentraciones mas altas. El Aciclovir actia a

concentraciones mas bajas que los péptidos, sin embargo los péptidos

presentan buenos niveles de proteccion a bajas concentraciones también.
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DISCUSION

El reciente brote de influenza porcina (HIN1) en paises como Meéxico y
Estados Unidos (CDC, 2009) ha dejado muchas lecciones importantes a los
investigadores alrededor del mundo. La resistencia desarrollada por distintas
cepas del virus de influenza a los antivirales usados comunmente como la
Amantadina que es un inhibidor del canal de protones (M2) (Saito, 2003),
muestra la capacidad de los virus para evadir los intentos del hombre por
combatirlos. Estos eventos y la resistencia a distintos antivirales que han
desarrollado otros virus como el HSV-1 (Coen, 1980), hace urgente el
desarrollo de nuevas terapias antivirales efectivas y eficaces para combatir las
infecciones virales. Este trabajo plante6 la aplicacibn de técnicas
bioinforméticas de punta para desarrollar péptidos sintéticos con los cuales sea

posible tratar las infecciones herpéticas.

La mejor manera de combatir las infecciones virales es evitando la infeccion, es
decir, impidiendo que los virus entren a su célula hospedera. Existe un inhibidor
de entrada, aprobado por la FDA, para el HIV-1 con el nombre comercial de
Enfuvirtide (Roche, 2005). Este inhibidor de entrada es un péptido sintético que
se une directamente al intermediario que forma la proteina de fusion de dicho
virus justo antes de fusionar su membrana con la de la célula hospedera para

iniciar la infeccion.
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La serie de interacciones entre las glicoproteinas involucradas en la fusion de
membranas de los herpesvirus (gD, gB y gH) que permiten la entrada de éstos
a su célula hospedera fue el blanco para el disefio de los péptidos sintéticos
propuestos en este estudio. La glicoproteina H de los herpesvirus esta
ampliamente estudiada y sus relaciones con la fusibn de membranas
(necesaria para establecer la infeccién) son evidentes (Gianni, 2005; Gianni,
2005; Gianni, 2006). Dado que las interacciones entre gH y las otras dos
glicoproteinas involucradas en la fusibn de membranas son esenciales para
completar este proceso (Maurer, 2008), se pensoé que al derivar péptidos de gH

se podrian bloquear estas interacciones impidiendo asi la fusion.

Las interacciones entre proteinas son una de las areas de la bioquimica mas
dificiles de estudiar. Muchos investigadores se han dado a la tarea de
determinar qué parametros determinan estas interacciones, los tipos de
enlaces que se forman en las interfaces de dos proteinas que interactian y las
caracteristicas de los residuos que se encuentran en estas interfaces (Keskin,
2004). Uno de los parametros mas importantes que deben cumplirse dentro de
las interacciones proteina-proteina es que las superficies que van a interactuar
estén expuestas, es decir, que se encuentren localizadas en la superficie de la
proteina. En estas regiones se pueden encontrar residuos hidrofilicos como
serina, glutamina y lisina (Ma, 2003; Caffrey, 2004). Otros residuos
involucrados en las interacciones proteina-proteina son aromaticos como el
triptofano y la fenilalanina. (Arkin, 2004; Ma, 2003). Residuos como prolina y

glicina también se pueden encontrar en sitios de interaccion, probablemente
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porque generan cambios en la estructura secundaria de dichos sitios (Caffrey,

2004; Keskin, 2005).

Con ayuda de herramientas bioinformaticas se determinaron una serie de
parametros bioquimicos de gH con el fin de buscar aquellas regiones que
pudieran estar involucradas en las interacciones necesarias para completar la
fusibn de membranas. Se hizo una busqueda de regiones hidrofilicas para
determinar porciones de la proteina que estdn expuestas; de regiones
antigénicas, las cuales se encuentran expuestas también y ademas estan
asociadas con interacciones antigeno-anticuerpo (proteina-proteina). Por
altimo se determiné la flexibilidad de cadena ya que también se sabe que las
regiones mas flexibles en las proteinas tienden a interactuar mas facilmente
(Schlessinger, 2006). Se encontré que la gH de HSV-1 posee por lo menos 11

regiones expuestas y altamente flexibles que podrian interactuar con gB y gD.

Las predicciones de estructura secundaria demostraron que la gH de HSV-1y
HSV-2 son muy similares en estructura, o que nos llevé a disefiar péptidos
derivados de la gH de HSV-1 con los cuales fuera posible bloquear la infeccion
tanto por HSV-1 como por HSV-2. Para esto, de las 11 regiones antes
mencionadas se hizo una seleccion de aquellas en las que la estructura
secundaria de la gH de HSV-1 y HSV-2 fuera similar. Se encontrd que existen
aproximadamente ocho regiones que cumplian todos los parametros buscados

(exposicion, flexibilidad y estructura).
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Las interacciones entre proteinas son, en su mayoria, interacciones débiles
entre las que se encuentran atracciones y repulsiones hidrofébicas y fuerzas
electrostaticas (Keskin, 2005). Por este hecho nos dimos a la tarea de
investigar si las ocho regiones encontradas eran capaces de interactuar con
otras proteinas gracias a su carga. Para lo cual se determiné la carga de la gH
de HSV-1 y se seleccionaron, a partir de las ocho regiones encontradas
previamente, solo aquellas en las que la proteina presentaba carga. En total se
encontraron seis regiones que podrian estar involucradas en las interacciones
necesarias para la fusion (Tabla 3). Aunque dos de estas regiones se
descartaron porque poseian estructura de rizo (lo que podria provocar que se
enrollaran al encontrarse en solucién), cualquiera de las seis regiones puede
estar involucrada en las interacciones ya mencionadas. De un total de 11
regiones con probabilidad de interactuar con otras proteinas se encontré que
cuatro eran las que cumplian todos los requisitos planteados, por lo que de

estas regiones se escogieron los péptidos a probar.

En la tabla 4 se puede observar la secuencia de los péptidos seleccionados los
cuales poseen la mayoria de los residuos importantes para las interacciones
proteina-proteina. Estos residuos (Phe, Trp, Ser, Glu, Lys) estan presentes en
los péptidos CB-1 y CB-2 en diferentes cantidades, ademas, estos péptidos
también poseen Pro y Gly que son los residuos asociados con la estructura de
los sitios de interaccion (Keskin, 2004; Ma, 2003; Caffrey, 2004). El péptido
PAT también presenta algunos de estos residuos, sin embargo, presenta una
estructura secundaria de rizo y no proviene de una region altamente expuesta

de la gH de HSV-1.

72



La caracterizacion in silico de estos péptidos, mediante predicciones ab initio
utilizando el programa Rosetta (Rohl,2002) mostré que todos los péptidos
tienen una estructura terciaria definida. Dicha estructura no correlaciona en su
totalidad con la estructura secundaria determinada con PSIPRED, cabe
mencionar que la estructura terciaria de los péptidos que se propone en este
trabajo es una prediccion y que existe la posibilidad que la estructura de los
péptidos sea distinta a la propuesta. Por otro lado, se encontré que los Unicos
homologos remotos para los péptidos estan relacionados con la gH de los
herpesvirus lo que reduce la probabilidad de que interactien con algun

componente celular.

Los estudios anteriores son una demostracion de que la bioinformatica puede
aplicarse exitosamente a sistemas biologicos. Los datos de las predicciones de
hidrofobicidad y antigenicidad correlacionan de manera significativa como se
muestra en la figura 11. Las regiones antigénicas generalmente son altamente
hidrofilicas, es decir, estan expuestas. Por otro lado, las zonas flexibles no
necesariamente estan expuestas y por otro lado hay zonas expuestas que son
sumamente rigidas. Gracias a estas observaciones se escogieron Unicamente
las regiones expuestas y flexibles en la gH de HSV-1. Los analisis estructurales
refinaron el proceso de seleccion y permitieron escoger los tres péptidos con

los cuales se buscoé bloquear la infeccion por HSV-1 y HSV-2 in vitro.

Los péptidos sintéticos que se seleccionaron provienen de distintas porciones
de la gH de HSV-1. El péptido CB-1 proviene de una region localizada entre los

residuos 300 y 400 de dicha glicoproteina. Trabajos previos realizados en
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nuestro laboratorio (Torres, 2007) mostraron que en esta zona se encuentra
una region con altas probabilidades de insertarse en la membrana lo que
podria conferirle la capacidad de actuar como péptido de fusién. El péptido
CB-2 proviene de una regién localizada entre los residuos 500 y 600 de la gH.
En esta region se encuentra una de las zonas capaces de formar estructuras
de “coiled-coil” (Gianni, 2005; Gianni, 2006) las cuales son importantes en otras
proteinas virales de fusion como la hemaglutinina del virus de la Influenza y la
gp41 de HIV. EIl péptido PAT por otro lado proviene de una region cercana al
amino terminal de la gH de HSV-1. En esta region es en donde la gH interactta

con la gL (Peng, 1998).

Antes de empezar con los ensayos de bloqueo de los péptidos era importante
determinar la toxicidad de los mismos. Muchos medicamentos pueden provocar
toxicidad en el higado por distintos mecanismos (Gonzales de Requena, 2002),
por lo cual una de las dos lineas celulares escogidas para llevar a cabo
pruebas de toxicidad fue la linea celular de hepatocarcinoma HepG2/C3A. La
otra linea celular utilizada, la linea de rifion de mono verde africano (Vero) se
escogié por la alta capacidad que tienen HSV-1 y HSV-2 para propagarse

eficientemente en dicha linea.

Se encontr6 que la toxicidad provocada por los tres péptidos escogidos (CB-1,
CB-2 y PAT) a la mas alta concentracion probada ( 50uM) es menor al 20%.
Estos niveles de toxicidad son bajos en comparacién con otros farmacos
antivirales como el AZT, utilizado contra HIV, que provoca toxicidades de

aproximadamente 50% a las mismas concentraciones (Soudeyns, 1991). A
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diferencia del AZT que es un medicamento muy utilizado contra HIV, el péptido
anti-HIV, Enfuvirtide, provoca bajos niveles de toxicidad y su unico efecto
adverso es una reaccion de tipo alérgico en el sitio de inoculacién cuando se
administra en grandes cantidades (Church, 2004). El Aciclovir, que es el
medicamento mas usado contra las infecciones herpéticas, es poco soluble en
agua y puede provocar neurotoxicidad y falla renal en pacientes a los que se
les administra por via intravenosa en altas cantidades (Ernst,1998), lo cual es
comun en pacientes inmunosuprimidos que presentan infecciones herpéticas
sistémicas. Esto habla de la ventaja de usar péptidos sintéticos para tratar las
infecciones virales. Ya que una de las complicaciones mas importantes de las
infecciones herpéticas son las infecciones sistémicas y del SNC, la baja
toxicidad que mostraron los péptidos probados en este estudio es alentadora
ya que podria permitir su uso para tratar este tipo de infecciones con menos

reacciones adversas que el Aciclovir.

Para determinar si los péptidos eran capaces de interactuar directamente con
algun componente del virus para impedir la infeccidn, se incubaron los péptidos
con el virus observandose un efecto dosis-respuesta con los tres péptidos
probados, lo que fue sorprendente para el péptido PAT el cual, como ya se
menciono en repetidas ocasiones, no cumple con las caracteristicas tomadas
en cuenta para el disefio de los péptidos CB-1 y CB-2. El péptido PAT mostro
un mayor efecto antiviral (alrededor del 110%) que los péptidos CB-1 y CB-2

(70-80 % de actividad antiviral).
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El péptido PAT se derivé de una region hipervariable de la gH de HSV-1 que se
encuentra hacia el extremo amino terminal de la proteina. Es en esta region
donde gH interactta con la glicoproteina L (Peng, 1998) mediante
interacciones electrostaticas. No se sabe todavia la funcion que gL tiene
durante el plegamiento de gH, se cree que gL es una chaperona que favorece
el plegamiento correcto de gH (Hutchinson, 1992). El péptido PAT podria estar
uniéndose al complejo gH-gL blogueando asi la infeccion. Las interacciones
que lleva a cabo el péptido PAT con HSV-1 y HSV-2 necesitan investigarse a
profundidad para descifrar el mecanismo de bloqueo que lleva a cabo. Ya que
los péptidos CB-1 y CB-2 no presentan un efecto antiviral tan alto como el de
PAT en este ensayo, se puede suponer que CB-1 y CB-2 no ejercen su efecto

antiviral actuando directamente sobre el virus.

Para determinar si los péptidos impedian la infeccibn al bloguear las
interacciones entre gH y las demas proteinas involucradas en la fusion, se

colocaronsimultaneamente, los péptidos, el virus y las células.

Para la infecciébn con HSV-1, los péptidos CB-1 y CB-2 mostraron un mayor
efecto antiviral., Dichos péptidos también mostraron un efecto dosis respuesta.
Conjuntando estos datos con los del tratamiento del virus con los péptidos, se
puede proponer que estos peéptidos (CB-1 y CB-2) no interactian directamente
sobre el viridn sino que actian una vez iniciada la infeccion. Como ya se
menciono, los péptidos CB-1 y CB-2 provienen, el primero de una region
cercana al posible péptido de fusion y el segundo de una region capaz de

formar “coiled-coils”. Estas regiones estan involucradas en la fusion por lo que
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es posible que su mecanismo de accion sea interferir con la fusion. Esto
provoca que su actividad antiviral sea mucho mas alta al colocar todos los
componentes del sistema (virus-células-péptidos) juntos. En comparacion, el
péptido PAT mostré una menor actividad antiviral (alrededor del 90%) y esto
puede ser un indicativo mas de que PAT interactia sobre el virion mientras que

CB-1y CB-2 actuan a nivel de fusion entre HSV-1 y su célula hospedera

Para la infeccion por HSV-2 se observé que los péptidos CB-1 y CB-2 también
ejercian un mayor efecto antiviral en el ensayo conjunto que al preincubarse
con el virus. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el
efecto ejercido por el péptido PAT vy los otros dos péptidos. En general HSV-2
es mas sensibles a los efectos antiherpéticos aunque en este caso los péptidos
son mas efectivos contra HSV-1 porque provienen de la gH de HSV-1. Es
posible que haya que hacer modificaciones a los péptidos para mejorar su
actividad en contra de HSV-2, aun asi, la actividad que mostraron en contra de

HSV-2 es superior al 80% lo cual se considera aceptable.

Hubiera sido conveniente escoger un péptido sintetizado al azar, es decir, con
residuos aleatorios, para utilizarse como testigo negativo. También podria

usarse un polipéptido de un mismo aminoacido como poli-prolina.

Al preincubar los péptidos con las células antes de agregar el virus se observo
que no hay un efecto antiviral significativo. Es importante mencionar que las
células tratadas con péptido se lavaron antes de afiadir el virus para eliminar

todo el péptido que no se pegara a la superficie celular. Esto sugiere que
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ninguno de los péptidos interacciona fuertemente con algin componente

celular para impedir la infeccion.

Los ensayos con Aciclovir mostraron que este medicamento es efectivo adn a
concentraciones muy bajas (0.009 uM). El aciclovir muestra efecto dosis
respuesta a concentraciones tan bajas como 0.01 uM. Los péptidos sintéticos
por otro lado requirieron concentraciones de entre 0.3 uM y 12.5 uM, para

inhibir 100 TCIDsgml.

El Aciclovir y otros anélogos de guanosina utilizados contra las infecciones
herpéticas (Penciclovir) actian sobre la DNA polimerasa viral inhibiéndola de
manera especifica. Los péptidos disefiados en este estudio tienen un blanco
diferente al de los antivirales cominmente utilizados. Aunque la actividad del
Aciclovir es ligeramente mejor, los péptidos mostraron una actividad antiviral
alta tanto contra HSV-1 y HSV-2. Los péptidos sintéticos pueden modificarse
para mejorar su actividad por lo que los resultados obtenidos en este estudio
son alentadores. El hecho de que los péptidos actien sobre un blanco
totalmente distinto al que atacan otros antivirales como el Aciclovir puede
permitir el uso simultdneo de ambos antivirales, reduciendo asi el riesgo de
seleccion de cepas resistentes. El uso simultaneo de ambos antivirales también
podria permitir la utilizacion de menores dosis de farmacos lo que traeria como

consecuencia directa menos efectos adversos.
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CONCLUSIONES

e Se disefaron tres péptidos sintéticos (CB-1,CB-2 y PAT) capaces de
bloquear la infeccion por HSV-1 y HSV-2 in vitro.

e Los péptidos CB-1 y CB-2 se seleccionaron a partir de 11 regiones de la
gH de HSV-1 que estaban expuestas y poseian flexibilidad elevada

e Los péptidos sintéticos no mostraron niveles de toxicidad superiores al
20% en las lineas celulares HepG2/C3A y Vero y mostraron actividades
antivirales superiores al 80% en un intervalo de concentraciones de
0.3uM a 12.5 pM.

e El péptido PAT mostré actividad antiviral al incubarse directamente con
el virus lo que podria indicar que interactla directamente con el viridn.

e Los péptidos CB-1 y CB-2 mostraron mayor actividad antiviral durante el
ensayo conjunto lo que podria indicar su accion directa sobre el
mecanismo de fusion.

e Los péptidos sintéticos mostraron un efecto antiviral comparable al del

Aciclovir.
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PERSPECTIVAS

Los péptidos disefiados en este trabajo mostraron su efectividad en contra de
la infeccion por HSV-1 y HSV-2. Una sorpresa fue el hecho de que el péptido
qgue originalmente se planted para ser testigo negativo (PAT) mostré actividad
antiviral también. Seria interesante analizar por qué dicho péptido posee
actividad antiviral (independiente al hecho de que también esta derivado de
gH). Los otros dos péptidos disefiados también mostraron actividad antiviral y
seria sumamente interesante determinar los mecanismos de accion de dichos

péptidos.

Otro campo de estudio muy grande derivado de esta investigacion es
determinar los efectos que los péptidos disefiados tienen sobre la infeccion
herpética in vivo. Se necesita investigar si los péptidos pueden despertar una
respuesta inmune y de no hacerlo habria que hacer estudios para determinar
las vias de inoculacioén, las dosis y la via de administracion que habria que usar

para su aplicaciébn como terapia antiherpética.

Este trabajo abre un campo de estudio muy grande para el uso de péptidos
sintéticos para el desarrollo de nuevas terapias antivirales contra diferentes
virus, dirigidas contra blancos que no se encuentran caracterizados en su
totalidad, como fue en el caso de este trabajo, la fusion de membranas de los

herpesvirus.
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