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Glosario

-aa: Aminoacidos

-Ac: anticuerpo

-AcM: anticuerpo monoclonal

-Acs: anticuerpos

-ADN: Acido desoxiribonucleico

-ADNc: ADN complementario

-AEC: Amino Etil Carbazol

-Ag: Antigeno

-Ags: Antigenos

-ANOVA: Método de analisis de varianza de clasificacion simple

-ARN: Acido ribonucleico

-ARNm: Acido ribonucleico mensajero

-CENPALAB: Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio

-CFP: Células formadoras de puntos

-CIGB: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

-cpm: conteos por minuto

-DC: del inglés, “Dendritic cell”, célula dendritica

-DMEM: del inglés, “Dulbbeco’s Modified Eagle Médium”, Medio Eagle modificado por
Dulbecco

-dNTPs: Mezcla que contiene dATP, dCTP, dGTP, dTTP

-EDTA: Etilen glicol bis aminoetil eter N, N, N, N 4cido tetra acético

-ELISPOT: del inglés “enzyme-linked-immunospots”, ensayo inmunoenzimatico de deteccion
de puntos

-FEP: Fibroblastos de embriones de pollo

-HLA: del inglés, “histocompatibility leukocyte antigens”, antigenos leucocitarios de
histocompatibilidad

-i.m: Intramuscular

-1.p: Intraperitoneal
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Glosario

-IE: Indice de Estimulacion

-IFN: Interferon

-Ig: Inmunoglobulina

-IL: Interleucina

-IRES: del inglés, “Internal ribosome entry site”, sitio interno de entrada al ribosoma
-kb: kilobase

-kDa: Kilodaltons

-LTC: Linfocitos T citotoxicos

-MHC: del inglés, “Major Histocompatibility Complex”, Complejo Principal de
Histocompatibilidad

-MOI: del inglés, “multiplicity of infection”, multiplicidad de infeccion
-MVA: del inglés, “Modified virus Ankara”, virus Ankara modificado
-MXH: seleccion empleando dcido micofendlico, Xantina e Hipoxantina
-NK: del inglés, “Natural Killer”, asesinas naturales

-nt: nucleotidos

-ORF: del inglés, “Open reading frame”, marco abierto de lectura

-pb: Pares de bases nitrogenadas

-RCP: Reaccién en cadena de la polimerasa

-RE: Reticulo endoplasmaético

-RHV-I: Region Hipervariable |

-RHV-II: Region Hipervariable 11

-RPMI 1640: del inglés “Roswell Park Memorial Institute medium 1640
-SDS: del inglés, “Sodium Duodecil sulphate”, duodecil sulfato de sodio
-SFB: Suero fetal bovino

-SSTF: Solucion salina tamponada con fosfato

-SSTFT: SSTF con Tween 0,05% (v/v)

-Th: del inglés, “T helper”, T auxiliadoras

-TK: del inglés, “Thymidine Kinase”, Timidina Quinasa

-TNF: del inglés, “Tumor Necrosis Factor”, Factor de Necrosis Tumoral
-ufp: unidades formadoras de placas

-VHB: Virus de la Hepatitis B
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-VHC: Virus de la hepatitis C

-VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

-VLP: del inglés, “virus like particles”, particulas semejantes a virus
-VPH: Virus de Papiloma Humano

-VV: virus vaccinia

-VVA: virus de viruela aviar

-WR: Western Reserve, cepa salvaje de virus vaccinia.
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Introduccion

1. Introduccion

De acuerdo a estimados recientes, en el ambito mundial existen mas de 170 millones de
personas infectadas de forma crénica por el virus de la hepatitis C (VHC). En los individuos
cronicamente infectados es frecuente la aparicion de formas severas de la enfermedad
hepatica como la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (Prince y cols. 2001). En Cuba, se ha
informado que al menos el 0,8% de la poblacion tiene anticuerpos contra el VHC (Arus y
cols. 998). Hasta el momento no existe una vacuna contra el VHC disponible en el mercado y
la terapia es efectiva en menos del 50% de los pacientes tratados, para las mejores alternativas
de tratamiento con interferéon a combinado con otros antivirales (Chevaliez y cols. 2006). La
via principal de transmision del VHC es la parenteral (Alter, 2007). Las fuentes de contagio
fundamentales son la reutilizacion de jeringuillas y agujas sin una adecuada esterilizacion, asi
como el contacto con sangre contaminada y sus derivados (Prince y cols. 2001).

Las dificultades para replicar el VHC in vitro y la carencia de un modelo animal adecuado, a
excepcion del chimpancé, han limitado las investigaciones sobre los antigenos virales y la
respuesta inmune dirigida contra ellos. Por tanto, reviste vital importancia la implementacion
de sistemas alternativos en modelos animales mas asequibles. De hecho, no se han establecido
completamente los parametros inmunoldégicos que correlacionan con la proteccion frente a la
infeccion por el VHC. Los estudios en individuos que resuelven de forma espontinea la
infeccion por el VHC sugieren que el desarrollo temprano de una respuesta inmune potente,
sobre todo de naturaleza celular, de larga duracion, y dirigida contra varios de los antigenos
virales, brinda un prondstico favorable para eliminar la infeccion (Pape y cols. 1999; Takaki y
cols. 2000).

La busqueda de una vacuna eficaz contra la infeccion por el VHC ha constituido una de las
mayores aspiraciones desde que se identifico su agente etiologico en 1989 hasta la actualidad
(Choo y cols. 1989), pero ha resultado una tarea compleja. E1 VHC es altamente heterogéneo
y parece desarrollar una complicada interaccion con el hospedero y en particular con el
sistema inmune, que le permite persistir en el organismo infectado. Todas las estrategias de
inmunizacion han sido abordadas para el desarrollo de candidatos vacunales efectivos contra
este patdogeno, incluyendo las combinaciones basadas en esquemas de sensibilizacion-
recuerdo (Inchauspe y cols. 2003; Duenas-Carrera, 2004). Los estudios se han concentrado

fundamentalmente en la fase pre-clinica, aunque se han desarrollado también algunos ensayos
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clinicos Fase I-II (Nevens y cols. 2003; Firbas y cols. 2006). Los resultados preliminares
evidencian la capacidad de los candidatos vacunales para inducir una respuesta inmune
especifica contra los antigenos del VHC, tanto en individuos sanos como en infectados por
este patogeno (Nevens y cols. 2003; Firbas y cols. 2006). Particularmente, un candidato
vacunal basado en la proteina de la envoltura E1, no produjo reduccién significativa de la
carga viral aunque logré mejoria histoldgica en parte de los pacientes (Leroux-Roels y cols.
2005). Sin embargo, a pesar de estos resultados preliminares de interés, no esta clara la
capacidad de los candidatos vacunales evaluados hasta ahora para proteger de la infeccion o
permitir la clarificacion viral, una vez establecida, con la consiguiente prevencion o mejoria
del dafio hepatico.

La utilizacion de vectores virales, y entre ellos los poxvirus recombinantes, es una de las
estrategias en estudio para la obtencion de candidatos vacunales frente a infecciones
persistentes como el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de papiloma
humano (VPH) (Dale y cols. 2004; Fiander y cols. 2006). El virus vaccinia es el prototipo de
poxvirus empleado con éxito en la vacunacion, aunque durante las campafas masivas se
detectaron algunos efectos adversos (Lane y cols. 2003). Por tal motivo, en las estrategias
actuales se han desarrollado cepas atenuadas de virus vaccinia o se emplean avipoxvirus que
no se replican en células de mamiferos. Entre los avipoxvirus frecuentemente empleados para
estos fines se encuentra el virus de viruela aviar (Coupar y cols. 2006), aunque este no se ha
utilizado hasta el momento como vector viral para el desarrollo de candidatos vacunales
contra el VHC. Particularmente, para la generacion de candidatos vacunales frente al VHC se
han obtenido y evaluado variantes recombinantes de virus Ankara modificado (MVA, del
inglés Modified virus Ankara) (Abraham y cols. 2004) y virus de viruela de canarios
(Pancholi y cols. 2003). La replicacion citoplasmatica de los poxvirus y la codificacion en su
genoma de gran parte de las enzimas y factores requeridos para la replicacion, la
transcripcion, y la traduccidn, son las mayores ventajas para su uso como vectores (Tartaglia y
cols. 1990). Ademas, con este sistema se puede lograr una buena respuesta citotéxica mediada
por linfocitos T CDS8", ya que el antigeno es procesado en el interior de la célula infectada y
los epitopos se presentan en el contexto del sistema principal de histocompatibilidad tipo I

(Roitt y cols. 1988).



Introduccion

Se ha descrito previamente la generacion de virus vaccinia recombinantes para antigenos del
VHC (Baumert y cols. 1998; Dubuisson y cols. 1994). Estos virus han resultado tutiles como
herramientas para la evaluacion de candidatos vacunales de diferente naturaleza (Arribillaga y
cols. 2002; Pancholi y cols. 2003), particularmente en sistemas de reto con virus sustituto.

La elevada heterogeneidad del VHC (Simmonds, 2004), caracterizada por la existencia de 6
genotipos principales y al menos 50 subtipos virales, e incluso de “cuasiespecies” en un
mismo individuo, impone dificultades adicionales a la generacion de vacunas efectivas e
incluso a su evaluacion, debido a la importancia de los cambios en la secuencia de 4cidos
nucléicos y de proteinas desde el punto de vista funcional y analitico. Particularmente, los
aislamientos de genotipo 1b, predominantes desde el punto de vista epidemiologico, se
distinguen por su resistencia a las terapias antivirales, elevada carga viral y heterogeneidad de
secuencia (Hadziyannis y cols. 2004; Wohnsland y cols. 2007), por lo que contar con
candidatos vacunales y herramientas para su estudio, dirigidas contra aislamientos de este
genotipo, constituye una prioridad.

El presente trabajo se incluye en el campo de las investigaciones dirigidas al estudio de los
antigenos del VHC, la respuesta inmune inducida contra ellos, y al desarrollo de candidatos
vacunales para el uso profilactico y/o terapéutico contra la infeccion por este patogeno.
Teniendo en cuenta los aspectos generales y especificos expuestos anteriormente, se formulo
la siguiente HipoOtesis: Es posible generar un virus de viruela aviar recombinante para
antigenos estructurales del virus de la hepatitis C, capaz de inducir una respuesta
inmune especifica y control de la carga viral en un modelo de reto con virus vaccinia que
exprese proteinas del virus de la hepatitis C de genotipo 1b.

Para aceptar o refutar esta hipdtesis, nos propusimos los siguientes objetivos y tareas:
Objetivo 1: Obtener virus vaccinia recombinantes para antigenos estructurales del VHC de un
aislamiento de genotipo 1b y estudiar su capacidad replicativa in vitro e in vivo.

Tarea 1- Obtencion de un plasmidio que contenga la region codificante para la proteina de la
capsida del VHC para su insercion en el genoma de virus vaccinia.

Tarea 2- Generacion de un virus vaccinia recombinante para la proteina de la cépsida del
VHC.

Tarea 3- Obtencion de un plasmidio que contenga la region codificante para la proteina de la

capsida y las proteinas de la envoltura del VHC para la insercién en genoma de virus vaccinia.
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Tarea 4- Generacion de un virus vaccinia recombinante para las proteinas de de la capsida y
de la envoltura del VHC.

Tarea 5- Evaluacion de la capacidad replicativa in vitro de los virus vaccinia recombinantes
para los antigenos estructurales del VHC.

Tarea 6- Estudio de la capacidad replicativa de los virus vaccinia recombinantes para los
antigenos estructurales del VHC en ratones no inmunizados y en ratones previamente
vacunados con diferentes inmundgenos.

Objetivo 2: Obtener un virus de viruela aviar recombinante para una variante de la proteina
de la capsida y la E1 del VHC de un aislamiento de genotipo 1b, evaluar su inmunogenicidad
y su capacidad de inducir proteccion frente al reto con virus sustituto en modelos animales.
Tarea 1- Obtencion de un plasmidio que contenga la region codificante para una variante de la
proteina de la céapsida y la proteina E1 del VHC para la insercién en genoma de virus de
viruela aviar.

Tarea 2- Obtencion de un virus de viruela aviar recombinante para la proteina de la capsida y
la E1 del VHC.

Tarea 3- Evaluacion de la respuesta inmune y la capacidad protectora frente al reto con virus
sustituto, inducida en ratones por un virus de viruela aviar recombinante para las proteinas de
la capsida y la E1 del VHC, administrado de forma individual o en esquemas de
sensibilizacion/recuerdo.

Tarea 4- Evaluacion de la respuesta inmune y la capacidad protectora frente al reto con virus
sustituto, inducida en monos verdes por un virus de viruela aviar recombinante para las
proteinas de la capsida y la E1 del VHC.

Este trabajo contiene varios elementos novedosos. Se genera por primera vez un virus de
viruela aviar recombinante para mas de un antigeno del VHC. Ademas, se obtienen y
caracterizan por primera vez poxvirus recombinantes para antigenos del VHC basados en la
secuencia de un aislamiento cubano de genotipo 1b de este patdgeno. Constituye también el
primer estudio donde se describe que los virus vaccinia recombinantes que expresan la
proteina de la capsida del VHC de genotipo 1b no presentan una capacidad infectiva letal
incrementada. Ademads, gracias a la disponibilidad de los virus vaccinia recombinantes
obtenidos en este trabajo, se demuestra por primera vez la capacidad de una preparacion

novedosa basada en la mezcla de un plasmidio para la inmunizacion con ADN y una proteina
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recombinante de controlar la infeccién in vivo en un modelo de reto con virus sustituto.
Igualmente, se demuestra por primera vez la induccion de respuesta inmune especifica y el
control de viremia en este modelo de reto después de la inmunizacion con un virus de viruela
aviar recombinante para una proteina de fusion capsida-El.

Los resultados descritos en esta tesis tienen importancia tedrica pues brindan nuevos
elementos acerca de la caracterizacion de la respuesta inmune inducida contra los antigenos
del VHC. Adicionalmente, se demuestra el comportamiento similar en cuanto a capacidad
replicativa de los virus vaccinia recombinantes para antigenos estructurales del VHC de
genotipo 1b con relacion al virus parental, lo cual difiere del comportamiento descrito
previamente para virus vaccinia recombinantes basados en la proteina de la capsida del VHC
de genotipo la y confirma la necesidad de profundizar en la caracterizacion diferencial de
antigenos de distinto subtipo del VHC. Ademés, los resultados evidencian que la
investigacion en el campo de la inmunizacion con virus de viruela aviar recombinantes para
antigenos del VHC es un modelo 1til para estudiar las posibilidades de candidatos vacunales

contra el VHC basados en vectores vivos recombinantes.

La importancia practica consiste en que los poxvirus recombinantes desarrollados en este
trabajo constituyen una herramienta disponible para el estudio de la respuesta inmune contra
el VHC. En particular, el virus de viruela aviar recombinante para los antigenos del VHC
generado en el presente trabajo puede ser un componente de un futuro tratamiento preventivo
o terapéutico efectivo contra la infeccion por el VHC. Adicionalmente, los virus vaccinia
recombinantes pueden ser usados en la realizacion de ensayos in vitro donde se requiera la
generacion de células presentadoras de epitopos de los antigenos de la region estructural del
VHC. Ademas, el sistema de reto in vivo con los virus vaccinia recombinantes constituye una
poderosa herramienta para la evaluacion y optimizacion de candidatos vacunales contra el
VHC, particularmente para aislamientos de genotipo 1b.

Los resultados contenidos en este trabajo se encuentran incluidos en 4 publicaciones
cientificas en revistas internacionales y una solicitud internacional de patente. Ademas, han

sido presentados en 5 eventos cientificos.
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2. Revision bibliografica
2.1 El virus de la hepatitis C. Caracteristicas generales

2.1.1 Caracteristicas del virion

El VHC es un virus de ARN de simple cadena de polaridad positiva que se clasifica dentro del
género Hepacivirus de la familia Flaviviridae (Robertson y cols. 1998). EI ARN del VHC esta
protegido por una capsida proteica icosahedrica envuelta en una bicapa lipidica con dos
glicoproteinas virales ancladas (Penin y cols. 2004b). Se ha demostrado la presencia de
particulas de 20-100 nm en estudios de microscopia electronica de particulas de VHC en
suero (Petit y cols. 2005), (Roingeard y cols. 2004; Andre y cols. 2005). Esta variacion puede
estar dada por la presencia de viriones envueltos y desnudos en el suero de los pacientes
(Diedrich, 2006). Ademas, se ha demostrado que la mayor parte de los viriones se encuentran
unidos a lipoproteinas (Schettler y cols. 2001). La densidad de los viriones del VHC puede
variar considerablemente, desde 1,03 a 1,20 g/mL (Kanto y cols. 1994; Prince y cols. 1996).

2.1.2 Organizacion molecular del virus de la hepatitis C v sus proteinas

El genoma del VHC esta constituido por una molécula de ARN de polaridad positiva, de 9,6
kilobases (kb) aproximadamente. Los primeros 341 nucledtidos (nt) constituyen la region 5
no traducida que forma estructuras secundarias y terciarias estables. Este fragmento es muy
conservado, mostrando mas de un 90% de identidad de secuencia nucleotidica entre 81
aislamientos diferentes (Bukh y cols. 1992). Esta regién contiene multiples codones AUG
antes del sitio de inicio de la traduccion, asi como regiones que intervienen en la replicacion y
en la traduccion. Tal es el caso del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, del inglés,
“internal ribosome entry site”’) que diferencia la traduccion del genoma viral de la que tiene
lugar para los ARNm celulares (Honda y cols. 1996). El elemento IRES elimina la necesidad
de una estructura 5’cap o de un extremo 5 libre en el ARN mensajero. El IRES comprende
los nt del 44 al 354 del genoma viral, solapandose con los primeros 13 nt de la regioén
codificante.

A continuacion de la region 5’ no traducida, el genoma del VHC contiene un marco abierto de
lectura que codifica una poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos (aa). Este
precursor proteico es procesado co-traduccionalmente y post-traduccionalmente por una
combinacion de proteasas virales y del hospedero (Manabe y cols. 1994), rindiendo al menos

10 proteinas individuales (Takamizawa y cols. 1991) (Figura 1). Las proteinas no
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estructurales: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B son escindidas del precursor
poliproteico por la accion de las proteasas virales, NS2-3 y NS3-4A. Por otro lado, las
proteinas estructurales capsida, E1, E2 y p7 se separan por una peptidasa sefial del Reticulo
Endoplasmaético (RE) (Reed y cols. 2000). El genoma del VHC contiene adicionalmente, un
marco abierto de lectura sobrelapado en +1, que puede conducir a la sintesis de una proteina
alternativa a partir de la region codificante para la proteina de la capsida (Branch y cols.

2005).
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma del VHC.
La region que codifica para la proteina de la capsida estd conservada entre los diferentes
aislamientos correspondientes a diferentes genotipos, mostrando una identidad a nivel
nucleotidico de mas del 90% (Bukh y cols. 1995). La proteina de la capsida tiene capacidad
de unién a ARN y forma la nucleocapsida viral (Takahashi y cols. 1992). Esta proteina es
separada de la poliproteina viral por una peptidasa sefial del hospedero rindiendo la forma
inmadura de la proteina de 21 kDa (Santolini y cols. 1994). Con posterioridad, el péptido
sefial del extremo C-terminal es procesado, obteniéndose la forma madura de la proteina
(McLauchlan y cols. 2002). El dominio N-terminal de esta proteina viral contiene numerosos
aa cargados positivamente, mostrando caracteristicas hidrofilicas y similitudes con las
proteinas de la céapsida de pestivirus y flavivirus (Boulant y cols. 2005). En algunas
condiciones la proteina de la capsida se ha detectado en ntcleo (Yasui y cols. 1998) debido a
la presencia de sefiales de localizacion nuclear como las ubicadas de los aa 5-13, 38-43, y 58-

71 (Chang y cols. 1994). Se plantea que el trafico de esta proteina entre las membranas del RE
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y las gotas de lipidos estd regulado por la accion de la peptidasa sefial, al escindir el extremo
C-terminal de la proteina (McLauchlan, 2000). Ha sido descrito por varios grupos que la
proteina de la capsida se une a la region 5" no traducida del genoma del VHC (Hwang y cols.
1995), (Reed y cols. 1998b), lo que puede ser importante para la encapsidacion y el
ensamblaje de la particula. Otro paso del ensamblaje del viridon que se ha podido establecer es
la multimerizacion de la proteina de la capsida (Matsumoto y cols. 1996).

Por otra parte, ha sido descrito que la proteina de la capsida interactia con varias proteinas
celulares, interviniendo en diferentes funciones de la célula. Se ha propuesto que la proteina
de la céapsida del VHC estd involucrada en vias de sefalizacion, la apoptosis, la
carcinogenesis y el metabolismo lipidico (Ray y cols. 2001; Tellinghuisen y cols. 2002). Sin
embargo, en la mayoria de los casos no queda claro si estas interacciones ocurren en el curso
normal de la infeccion o son artefactos de la expresion ectopica o de la sobre-expresion de la
proteina. Seran necesarios estudios adicionales para dilucidar el papel real de la proteina de la
capsida durante la infeccion por el VHC.

La glicoproteina E1 consta de 192 aa (del aa 192 al 383) con un peso molecular de 32- 35
kDa. La E1 posee un péptido senal seguido de una secuencia de corte en su extremo amino
terminal. Su extremo carboxilico es hidrofobico, dentro del cual estan incluidos cinco motivos
de glicosilacion, de los cuales sélo cuatro son utilizados (Fournillier y cols. 1996).

La segunda glicoproteina, E2, abarca del aa 384 al 746 de la poliproteina viral y posee 11
sitios potenciales de glicosilacion (Goffard y cols. 2005). Las dos glicoproteinas tienen un
ectodominio N-terminal y un dominio transmembrana C-terminal. Adicionalmente, la
proteina E2 también ha evidenciado su capacidad para interactuar con la proteina quinasa
dependiente de ARN de doble cadena, por lo cual ha sido asociada con los mecanismos de
resistencia al interferon (IFN) (Taylor y cols. 1999).

Las proteinas de la envoltura E1 y E2 interactian de manera no covalente entre ellas para
formar heterodimeros (Deleersnyder y cols. 1997) que se localizan en el RE de la célula
infectada debido a la presencia de senales de retencion en los dominios transmembrana de
ambos antigenos (Ags) (Cocquerel y cols. 1998). El heterodimero E1E2 es el componente
viral presente en la superficie de las particulas del VHC y es el candidato obvio como ligando
de los posibles receptores celulares. Las dos proteinas de la envoltura estdn altamente

modificadas por N glicanos. Se debe destacar que se ha encontrado que algunos glicanos
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participan en el plegamiento de las glicoproteinas virales y en la entrada del VHC a la célula
(Helle y cols. 2006).

Ambas proteinas de la envoltura se caracterizan por una marcada variabilidad, incluso dentro
de un mismo individuo. La wvariabilidad es particularmente alta en las 2 regiones
hipervariables (RHV-I y RHV-II), localizadas en la proteina E2. La presencia de la RHV-I, de
30 aa, ha sido comprobada en la mayoria de los aislamientos virales y comienza justo con el
inicio de la proteina E2 (aa 384). La disminucion de la infectividad de las ppl que carecian de
esta region, indica que este dominio debe participar en la entrada del virus a la célula (Callens
v cols. 2005). La segunda RHV ha sido descrita s6lo en los aislamientos de genotipo 1b y
abarca 7 aa (aa 454-460) (Rosa y cols. 1996). Hasta el momento la funcidon propuesta para la
RHV-II es la modulacién de la union de la E2 al receptor (Roccasecca y cols. 2003).

El polipéptido P7 se localiza en la unién entre las proteinas estructurales y no estructurales
(Carrere-Kremer y cols. 2002). Este polipéptido es una pequefia proteina de membrana
politdpica, que en membranas lipidicas artificiales ha mostrado actividad de canal idnico
(Premkumar y cols. 2004). Ademas, en estudios en chimpancés se ha encontrado que es
esencial para la infectividad del VHC (Sakai y cols. 2003).

La NS2 es una proteina integral de membrana de 23 kDa, de caracter hidrofébico (Santolini y
cols. 1995), que no es esencial para la formacion del complejo de replicacion (Blight y cols.
2000). La funcién de esta proteina en su forma madura no se conoce, sin embargo, antes de
ser separada de la poliproteina participa en el procesamiento NS2/NS3 (Lindenbach y cols.
2001). Para este procesamiento se requiere también de los primeros 180 aa de la proteina
NS3. Esta enzima NS2-3 se ha descrito como una proteasa tipo cisteina (Pallaoro y cols.
2001).

La NS3, por su parte, es una proteina de 70 kDa y codifica tres actividades enzimaticas, una
proteasa del tipo serina (Steinkuhler y cols. 1996) y una combinacion NTPasa/helicasa. La
actividad proteasa de la NS3 se incrementa con la unién del polipéptido hidrofobico NS4A, de
8 kDa aproximadamente (Kim y cols. 1996). La NS4A media la asociacion de NS3 con la
membrana del RE, lo que puede ser importante para la funcion de la proteasa (Wolk y cols.
2000). Ademas de sus funciones en el procesamiento de la poliproteina, la NS3-4 escinde
proteinas adaptadoras en la via clasica de induccion de IFN (Meylan y cols. 2005). El extremo

C-terminal de la NS3 codifica una ARN helicasa (Tai y cols. 1996). La NS3 es una de las
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proteinas virales que se propone interviene en los procesos de carcinogénesis relacionados
con el VHC (Deng y cols. 2006).

La NS4B es una proteina de 27 kDa, altamente hidrofébica que contiene cuatro dominios
transmembrana (Lundin y cols. 2003), por lo que se detecta en asociacion a las membranas del
RE (Lundin y cols. 2003) y se ha observado que induce alteracion de membranas
intracelulares (Egger v cols. 2002). Estos elementos sugieren que una de sus funciones es
inducir la formacion de estructuras membranosas que soporten la replicacion del ARN viral
(Egger y cols. 2002).

La proteina NS5A es una proteina asociada a membranas que contiene un unico dominio
anfipatico en su extremo N-terminal, que le sirve de anclaje a membrana (Penin y cols.
2004a). Ademas de la secuencia de anclaje, la NS5A tiene tres dominios, que estan separados
por dos secuencias de baja complejidad (Tellinghuisen y cols. 2004). El dominio II de esta
proteina es capaz de reprimir a la proteina quinasa inducida por IFN activada por ARN de
doble cadena, por interaccion directa con el dominio catalitico (Gale y cols. 1998). Otra
accion de la proteina NS5A es la induccion de interleucina (IL)-8, una citocina que inhibe la
accion antiviral del IFN (Polyak y cols. 2001). Por estos datos, la proteina NS5A parece
intervenir en el mecanismo que confiere resistencia al efecto antiviral del IFN en las células
infectadas. Ha sido descrito que cuando se eliminan secuencias de la region N-terminal de la
NS5A, dicha proteina funciona como un activador transcripcional potente, siendo esta una
actividad potencial de la proteina NS5A (Kato, 2001).

Por su parte, la NS5B contiene un motivo caracteristico de las polimerasas que usan moldes
de ARN. Esta demostrado que esta proteina tiene una localizacion perinuclear (Hwang y cols.
1997). Su interaccion con membranas sugiere que la replicacion debe ocurrir asociada a las
membranas del RE alrededor del ntcleo. Esta proteina puede iniciar la sintesis de ARN de
novo, al menos in vitro, y se asume que esto debe ocurrir también in vivo (Bartenschlager y
cols. 2004).

Al final de la molécula de ARN del VHC se localiza la regiéon 3'no codificante que incluye
una porcion de 40 nt poco conservada, una cola de poli U de longitud heterogénea, y una
secuencia altamente conservada de 98 nt que forma estructuras secundarias y terciarias
estables y parece jugar un papel importante en la replicacion viral (Kolykhalov y cols. 1996),

(Bartenschlager y cols. 2000).
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2.1.3 Ciclo viral

Los hepatocitos son el blanco principal de la infeccion y la replicacion del VHC, aunque este

virus puede infectar otros tipos celulares (Laporte y cols. 2003). La carencia de sistemas de
replicacion in vitro robustos para la propagacion del VHC es una limitacion importante para
el estudio de este patogeno y una de las causas por las cuales el receptor celular del VHC no
ha sido identificado. La proteina E2, o el complejo E1/E2, son los componentes del virion que
estan propuestos como ligandos del receptor en la superficie de la célula. La union del virus a
la célula hospedera debe requerir la interaccion de la proteina E2 con un receptor que este
presente en la superficie celular. Parece ser que la molécula CD81 participa en esa interaccion
como lo indica su unién a particulas virales (Pileri y cols. 1998) y su participacion en la
entrada de pseudos particulas del VHC (ppVHC) a la célula (Zhang y cols. 2004). El sitio de
la E2 que interactua con CD81 es conformacional e involucra las regiones comprendidas entre
los aa 480-493 y 554-569 de la poliproteina viral.

Alternativamente, la asociacion de particulas del VHC con B-lipoproteinas pudiera indicar que
la entrada del VHC a la célula podria estar mediada por los receptores de estas moléculas
(Thomssen y cols. 1992). Adicionalmente, se ha sugerido que el receptor BI de macrofagos
(Scarselli y cols. 2002), el heparan sulfato (Barth y cols. 2003), la proteina claudina I (Evans y
cols. 2007) y las moléculas DC-SIGN y L-SIGN (Gardner y cols. 2003; Pohlmann y cols.
2003) pueden estar mediando la entrada del VHC a la célula. Debido a la co-existencia en el
suero de viriones con diferentes caracteristicas es posible que la entrada a la célula pueda
producirse por mas de una via y pudiera involucrar a varias moléculas simultineamente.
Después de la entrada a la célula, probablemente a través de la endocitosis mediada por el
receptor, el ARN viral es liberado de la nucleocépsida en el citoplasma. Posteriormente, el
genoma viral es traducido a partir del IRES y la poliproteina viral es procesada
proteoliticamente en las proteinas virales individuales. La mayoria de estas proteinas, sino
todas, forman un complejo multiproteico altamente ordenado fuertemente asociado con
membranas intracelulares alteradas (Gosert y cols. 2003). Dentro de este complejo, la cadena
positiva de ARN es copiada a un intermediario de cadena negativa, que a su vez sirve de
molde para la sintesis de un exceso de la progenie de cadena positiva. La NS5B, la ARN
polimerasa ARN dependiente, produce las nuevas cadenas de ARN, mediante el mecanismo

de sintesis de novo, o sea, sin necesidad de un cebador inicial. La cadena positiva, sintetizada

11
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por esta via, puede ser usada tanto para la sintesis de nuevas cadenas negativas, para la
traduccion o para la encapsidacion en particulas virales (Bartenschlager y cols. 2000).

El autoensamblaje de las proteinas estructurales ocurre en el lumen del RE, del cual se
adquieren algunos de los componentes de la envoltura del virién. Durante este proceso ocurre
la formacion de multimeros intermediarios de la capsida y de heterodimeros de la E1 y la E2
(Blanchard y cols. 2002). Finalmente, el virus parece ser exportado de la célula por la via
secretora constitutiva a través del complejo de Golgi (Bartenschlager y cols. 2000).

El nivel de viremia promedio en los pacientes infectados cronicamente es aproximadamente
3,5 millones de copias/mL (McHutchison y cols. 1998), independientemente del genotipo
viral (Zeuzem, 2001). Los niveles de ARN viral tienen poca fluctuacion y su cinética ha sido
relacionada con la cinética de la proteina de la capsida en el suero de los individuos crénicos
no tratados con antivirales. Los calculos muestran un minimo de produccidon viral y
clarificacion diaria de aproximadamente 10'' a 10" viriones, en individuos crénicos no
tratados. El virus libre tiene un tiempo de vida medio de 1,5 a 4,6 h, mostrando un recambio
del 97 al 99%/dia. En cambio, el virus dentro de la célula tiene un tiempo de vida media que
oscila entre 1,7 y mas de 70 dias, mostrando un recambio diario del 1 al 33% (Zeuzem, 2001).
La existencia de células infectadas en estado de latencia, en las cuales el periodo no
productivo es considerablemente mas largo que el ciclo productivo de la infeccion es un

factor importante en la infeccion por el VHC (Zeuzem, 2001).

2.2 Historia natural de la infeccion y Patogénesis
La historia precisa de la infeccion con el VHC no se ha establecido debido a la ausencia de

datos prospectivos, la frecuente dificultad para determinar el inicio de la enfermedad y la
influencia variable de multiples cofactores que dirigen la progresion de la enfermedad
(Poynard y cols. 1997). La cronicidad es el destino predominante de la infeccion por el VHC.
Aproximadamente, entre 15 y 30% de los pacientes infectados por el VHC se recuperan
espontaneamente y el resto desarrolla infeccion cronica (Hoofnagle, 1997). La infeccion por
el VHC permanece asintomatica en la mayoria de los casos y la enfermedad cronica ocasiona
frecuentemente afectaciones histoldgicas leves o moderadas (Yano y cols. 1996; Kage y cols.
1997). Para la aparicion de cirrosis y carcinoma hepatocelular deben transcurrir varios afios,

incluso décadas (Alter, 2007).
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Los hepatocitos constituyen las principales células dianas, aunque se ha podido comprobar
que las células mononucleadas de sangre periférica, los leucocitos polimorfonucleados y las
c¢lulas B son también blancos naturales de la infeccion y replicacion del VHC, encontrandose
en ellas cadenas de ARN de polaridad negativa e intermediarios de la replicacion (Laskus y
cols. 1998; Crovatto y cols. 2000). Por otra parte, se ha descrito infeccion extrahepatica del
VHC en ovarios, utero y corazon (Sugiyama y cols. 1997).

La infeccion por el VHC en estos grupos de células puede ser la causa de las manifestaciones
extrahepdticas que incluyen, desérdenes hematologicos, renales, dermatologicos, endocrinos y
autoinmunes (Gumber y cols. 1995). Existen evidencias que indican que la infeccion por el
VHC tiene efectos citopaticos relacionados con la replicacion del virus, contribuyendo
directamente a la progresion de la enfermedad. /n vivo, el VHC se asocia generalmente a
diferentes dafios morfologicos en las células hepaticas (Scheuer y cols. 1992). Ademas,
Steffan y cols han demostrado la ocurrencia de fendmenos de agrandamiento celular,
vacuolizacion, marginacion de la cromatina, proliferacion de membranas y ruptura de
organelos citoplasmaticos, asi como la induccién de apoptosis en células Daudi y HepG2
infectadas por el VHC in vitro (Kalkeri y cols. 2001); (Steffan y cols. 2001). El fenémeno
apoptdtico ha sido observado también durante el curso de la infeccion natural por el VHC
(Fischer y cols. 1996). Resta por establecer si la apoptosis observada en humanos se debe a la
accion directa del virus o a la infiltracion de linfocitos T citotoxicos (LTC), a ambos, o a otros
factores (Steffan y cols. 2001).

Algunos estudios indican que el dafio asociado a la infeccion con el VHC puede estar
mediado, al menos en parte, por la respuesta inmune del huésped (Poccia y cols. 2003). La
infeccion con el VHC ha sido asociada con el carcinoma hepatocelular (Koike, 2007). Sin
embargo, el virus no parece ser directamente oncogénico debido a que el tiempo que media
entre la infeccion y la aparicion de carcinoma hepatocelular es prolongado. Ademads, durante
la replicacion viral no se produce intermediario de ADN que pudiera integrarse al genoma del
hospedero y provocar mutagénesis insercional (Choo y cols. 1989). No obstante, se ha
especulado que la repetida regeneracion de los hepatocitos que tiene lugar en los individuos
infectados por el VHC, para mantener la funcion hepatica, pudiera incrementar la posibilidad
de alteracion genética. Ademas, algunas proteinas virales han sido involucradas con el control

de la proliferacion y carcinogénesis de los hepatocitos (Kato, 2001).
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La IL-8 inducida por la proteina NS5A, actlia como citocina pro-inflamatoria y atrayendo
células inflamatorias independientemente de su especificidad. Esta citocina ademas, activa la
produccion de matriz extracelular, paso importante en los procesos de fibrosis.

Las proteinas de la capsida y la NS3 activan al receptor tipo 7oll-2 en monocitos y
macréfagos induciendo la secrecion de citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8 y TNF
(del inglés, “Tumor necrosis Factor”). Aunque las vias dependientes de Patrones moleculares
asociados a patogenos son parte de la respuesta inmune innata frente al VHC, la estimulacion
de citocinas pro-inflamatorias, puede contribuir al dafio de los hepatocitos, la fibrogénesis y la
transformacion maligna. En este sentido, se ha descrito una considerable infiltraciéon de LTC
mayoritariamente no especificos en pacientes con hepatitis C crénica (Cecere y cols. 2004).
La fibrosis en la hepatitis C cronica ocurre como resultado de la activacion de células
estrelladas hepaticas por citocinas y otras sefiales moleculares inducidas por procesos
inflamatorios.

Otro rasgo histolégico comun en la hepatitis C cronica es la esteatosis, que estd dada por la
acumulacion de gotas de lipidos en el citoplasma y acelera el desarrollo de la fibrosis
(Ramalho, 2003). Se ha encontrado que la proteina de la capsida modifica el ensamblaje y
secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad en el higado e incrementa la concentracion
de acidos grasos mono-insaturados (Perlemuter y cols. 2002), por lo que pudiera involucrarse
en la esteatosis.

Se ha podido asociar determinados haplotipos de Ags leucocitarios de histocompatibilidad
(del inglés, “histocompatibility leukocyte antigen”, HLA), sobre todo de clase II, con un curso
favorable de la infeccion por el VHC (Thio y cols. 2001). Los alelos DQB1*0301 y
DRBI1*1101 son los mas comunmente asociados con el aclaramiento viral (Yee, 2004). En
contraste, solo se ha podido relacionar un alelo: HLA Cw*04 con la persistencia viral (Thio y
cols. 2002).

Debido a la larga evolucion de la infeccion por el VHC, son muy frecuentes las coinfecciones
con otros virus. En particular, se encuentra hasta un 92% de pacientes infectados con el VHC
en pacientes VIH positivos. Otras coinfecciones frecuentes son con el virus de la hepatitis B
(VHB) y con Schistosoma mansoni, virus de la hepatitis A y especies de Helicobacter
(Sagnelli y cols. 2000; Farid y cols. 2005; Spada y cols. 2005; Rocha y cols. 2005). La

presencia de dos o mas entidades virales debe modificar la historia natural de la infeccion.
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2.3 Respuesta inmune
La inmunidad inducida por la infeccion natural con el VHC es generalmente débil e inefectiva

para proteger contra la infeccion viral (Prince y cols. 1992; Wyatt y cols. 1998). Sin embargo,
la aparicion frecuente de formas leves o autoresueltas de la enfermedad producida por
segundas infecciones con el VHC indican que existe un grado importante de inmunidad
(Prince y cols. 2001).

La respuesta del sistema inmune frente al VHC incluye generalmente tanto la respuesta
humoral como celular, abarcando la totalidad de las proteinas virales (Jackson y cols. 1997),
aunque una buena parte de los pacientes con hepatitis C crénica no desarrollan una respuesta
inmune celular detectable contra los Ags del VHC (Botarelli y cols. 1993; Lechmann y cols.

1996).

2.3.1 Respuesta inmune innata

Una evidencia del papel de la inmunidad innata en el control del VHC es el aclaramiento viral
encontrado en chimpancés sin la presencia demostrada de linfocitos T (Thomson y cols.
2003).

Estudios en chimpancés infectados en su fase aguda, mediante técnicas de genomica han
revelado que el aclaramiento transiente o sostenido del virus esta asociado con el incremento
de la transcripcion de genes inducidos por IFN-y en el higado (Bigger y cols. 2001; Su y cols.
2002).

El VHC induce una serie de cambios tempranos en la expresion de algunos genes
intrahepaticos, incluyendo aquellos involucrados con la respuesta a IFNs tipo I (Su y cols.
2002), lo que parece presentarse como un mecanismo de resistencia que frecuente en el
establecimiento de una hepatitis cronica.

Las proteinas del VHC interfieren en la funcion de las células efectoras de la inmunidad
innata, tales como las células NK (del inglés, “natural killer”). El papel de las NK en la
infeccion temprana por el VHC ha sido recientemente indicado por estudios inmunogenéticos
en los cuales la presencia de los genes codificantes para el receptor de células NK, KIR2DL3
y su ligando, el Ag leucocitario humano C 1 correlacionan con el aclaramiento viral y la
recuperacion de los sintomas clinicos (Khakoo y cols. 2004). Recientes estudios in vitro han
mostrado que, en altas concentraciones, la proteina E2 recombinante se une al CD81 en la

superficie de las células NK e inhibe la citotoxicidad de las mismas, asi como la produccion
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de citocinas (Crotta y cols. 2002; Tseng y cols. 2002). Otros estudios in vitro, muestran una
diferencia en la capacidad de activacion de las células dendriticas por las células NK de
pacientes infectados con respecto a individuos controles sanos, asi como en la produccion de
TGF-8 (del inglés, “transforming growth factor”) e IL-10 (Crotta y cols. 2002). No obstante,
ain permanece por determinarse si las concentraciones in vivo de la proteina E2 y su
estructura nativa son compatibles con la inhibicion de la respuesta de células NK en los
pacientes infectados (Rehermann y cols. 2005).

Las células dendriticas, importantes para desarrollar una respuesta inmune efectiva frente al
VHC, se ven afectadas durante la infeccion cronica, posiblemente por servir de reservorios de
virus, lo cudl parece ser un mecanismo que contribuye a la persistencia viral (Bain y cols.

2001).

2.3.2 Respuesta de anticuerpos

Los anticuerpos (Acs) anti-VHC se pueden detectar como promedio 23 dias (7-72) después
de haber aparecido la viremia en plasma (Peterson y cols. 2000). Estos Acs son detectables
durante décadas de infeccion crénica y estdn dirigidos principalmente contra la region N-
terminal de la proteina de la cépsida (Jackson y cols. 1997). En los individuos que clarifican la
infeccion, los titulos de Acs disminuyen gradualmente (Rodger y cols. 2000). Otra
caracteristica de la respuesta humoral frente al VHC es la presencia predominante de la
subclase IgG1 (Chen y cols. 1999).

Se ha podido identificar un grupo de Acs, fundamentalmente anti-E2, que parecen ser de
naturaleza protectora. Especificamente, se ha logrado correlacionar la generacion de respuesta
temprana de Acs anti-RHV-I con formas de infeccion aguda autoresueltas. En pacientes que
desarrollan infeccion cronica estos Acs son generados tardiamente, manteniéndose incluso
después de 17 afios (Zibert y cols. 1997). Estos Acs son usualmente especificos para el suero
de donde se derivo la secuencia de la RHV-I. Sin embargo, con frecuencia son incapaces de
reconocer secuencias de RHV-I obtenidas del mismo individuo en un estado posterior de la
infeccion (Kato y cols. 1993). Estas observaciones indican que la proteina E2 puede inducir
una respuesta de Acs neutralizantes que resulta en la seleccion por el sistema inmune de
genomas del VHC con mutaciones de la RHV-I. Otra evidencia que apunta a la presencia de
epitopos neutralizantes en la proteina E2, es la aparicion y persistencia de altos titulos de Acs

que inhiben la unidon de esta proteina a células humanas en individuos que resuelven
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naturalmente la infeccion (Ishii y cols. 1998). Estudios previos sugieren que aunque existen
unos pocos epitopos de células B fuera de la RHV-I, capaces incluso de inducir Acs
neutralizantes, estos Acs no estan probablemente asociados a la resolucion de la infeccion
(Lechner y cols. 1998). La excepcion parece radicar en los Acs dirigidos contra la region de
unién al CD81 (Yiy cols. 2006).

El papel de los Acs en la proteccion frente al VHC ha sido cuestionado debido a que su
presencia no evita la re-infeccion de humanos o chimpancés (Farci y cols. 1992; Lai y cols.
1994). Ademads, su presencia no correlaciona con un resultado favorable de la enfermedad
(Chen y cols. 1999). Por otra parte, en individuos con hipogammaglobulinemia Ia
clarificacion de la infeccion ocurre en una proporcion similar a la poblacion general (Bjoro y
cols. 1994).

Han aparecido nuevas evidencias del papel de los Acs a partir de la utilizacion de pseudo-
particulas lentivirales (ppl) que exponen las glicoproteinas estructurales del VHC (Meunier y
cols. 2005). De hecho, se ha demostrado la neutralizacion cruzada de ppl por Acs de personas
con infeccion cronica, mientras que este tipo de respuesta no se encuentra utilizando Ac de
personas que autoresuelven la infeccion (Bartosch y cols. 2003; Meunier y cols. 2005). En un
sistema de cultivo in vitro, se evidencid que Acs neutralizantes impedian la replicacion del
VHC (Yi y cols. 2006) y podian también modular la infeccion por el VHC in vivo (Eren y
cols. 2006). Estas evidencias no brindan aun claridad acerca del papel real de los Acs en el

resultado final de la infeccion por el VHC.

2.3.3 Respuesta celular

Los linfocitos T CD4+ se consideran criticos para generar una respuesta inmune humoral y
celular efectiva frente al VHC (Elliot y cols. 2006). El papel crucial de los linfocitos T CD4+
se evidencia en estudios de eliminacion selectiva de esta poblacion en chimpancés donde la
pérdida de linfocitos T CD4+ conduce a la persistencia viral (Grakoui y cols. 2003). Existe el
consenso de que una respuesta temprana, vigorosa y multiespecifica de células T auxiliadoras
(Th, del inglés, “T helper”) favorece la resolucion de la enfermedad y la inmunidad contra el
virus (Diepolder y cols. 1995; Gerlach y cols. 1999). Por el contrario, una respuesta de células
T débil y tardia se relaciona con el establecimiento de la inmunopatologia cronica del higado

(Cerny y cols. 1999; Cooper y cols. 1999; Lechner y cols. 2000a; Takaki y cols. 2000).
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En aquellos individuos que resuelven la infeccion por el VHC la respuesta de linfocitos T
CD4+ se llega a mantener por 20 afios después de la recuperacion (Takaki y cols. 2000). Sin
embargo, en algunos pacientes a pesar de desarrollarse una respuesta de linfocitos T CD4+
vigorosa tempranamente en la infeccidn, se produce un re-incremento en la viremia y llegan a
una infeccidn persistente (Thimme y cols. 2002; Gerlach y cols. 1999). Thimme y cols mostrd
que en pacientes que desarrollan una infeccidon cronica, se detecta respuesta CD4+ y que
puede ser vigorosa esporadicamente, indicando que esta respuesta debe ser sostenida en el
tiempo para facilitar el aclaramiento viral (Thimme y cols. 2002).

Adicionalmente, en individuos que clarifican la infeccion se ha encontrado mayor
diversificacion de la respuesta T CD4+, con un reconocimiento de entre 10 y 37 epitopos
ubicados en las proteinas de la capsida, NS3, NS4 y NS5, en contraste con los individuos con
infeccion cronica que reconocen uno o menos (Day y cols. 2002).

En relacion con el patron de secrecion de citocinas por parte de los linfocitos T CD4+ de
acuerdo al paradigma Th1/Th2, las células de pacientes cronicos o con resolucion de la
infeccion han mostrado resultados variables aunque con un predominio del patron Thl
(Gramenzi y cols. 2005). Sin embargo, los patrones de tipo Thl son mas frecuentes en los
pacientes que han aclarado la infeccion, lo que sugiere una asociacion entre la secrecion de
citocinas antivirales como el IFN-y y un curso clinico favorable (Gramenzi y cols. 2005).

La escasa respuesta de linfocitos CD4+ en los individuos con infeccion cronica por el VHC
no esta completamente explicada, aunque puede estar dada por una afectacion funcional, mas
que por la eliminacion o ausencia de estas células. Semmo y cols. demostraron una pérdida de
la secrecion de IL-2 en individuos con infeccion cronica, mientras que aquellos con infeccion
resuelta mantienen fuertes respuestas de secrecion de IL-2 (Semmo y cols. 2005).

Las teorias que se manejan para explicar la inadecuada respuesta de los linfocitos T CD4+,
incluyen la anergia o el agotamiento, o posiblemente ambas. Evidencias recientes implican
células T regulatorias en la supresion funcional de las respuestas CD4+ durante la infeccion
por el VHC (Sugimoto y cols. 2003). Un estudio en chimpancés con infeccion aguda por el
VHC, demostré que la frecuencia y la actividad supresora de las células CD4+CD25+Foxp3+
predice el establecimiento de infecciones cronicas (Manigold y cols. 2006)

Existen claras evidencias de que tanto la respuesta de células T CD8+ como las citocinas

secretadas por estas células juegan un importante papel tanto en la inhibicion viral como en la
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inmunopatogénesis y particularmente en el dafio hepatico (Koziel, 1997). En las infecciones
autoresueltas la respuesta de células T CD8+ es también vigorosa y multiespecifica, teniendo
como blanco entre 8 y 12 epitopos virales (Gruner y cols. 2000; Lechner y cols. 2000c). Se
destaca un estudio por Cox y cols. (Cox y cols. 2005a), donde los linfocitos T CD8+ de
pacientes que progresaron a la cronicidad perdieron el reconocimiento por uno o mas
epitopos, lo que sugiere la apariciéon de mutantes de escape. Ademas, en los pacientes con
infeccion crénica no se generaron nuevas especificidades.

Algunos estudios demuestran que en individuos con infeccidon auto-resuelta, se presenta una
mayor prevalencia de linfocitos T CDS8+ especificos para proteinas no estructurales y
estructurales en comparacion con individuos con infeccion cronica (Cucchiarini y cols. 2000).
Otros estudios en chimpancés encuentran que estas diferencias se presentan especificamente
para los linfocitos T CD8+ que reconocen epitopos en las proteinas de la cépsida y la NS3
(Shata y cols. 2002).

La mayor parte de los estudios en que se examina la respuesta de células T CD8+ se han
realizado utilizando epitopos que fueron definidos empiricamente, o predichos a partir de la
secuencia de la proteina. Otra deficiencia es que se han realizado con células mononucleadas
de sangre periférica en lugar de estudiar las poblaciones presentes en higado, en pacientes con
infeccion cronica. En un estudio donde se utilizaron péptidos sobrelapados cubriendo la
totalidad de la proteina se encontré que el 65% de los individuos crénicos tenian respuestas
anti-VHC especificas en sangre periférica (Lauer y cols. 2002). Ademas, los epitopos
reconocidos se encontraron a lo largo de toda la secuencia. Este resultado ilustra la necesidad
de utilizar este tipo de enfoque, en lugar de utilizar un grupo reducido de péptidos que cubren
solo una parte de los epitopos potenciales.

Hay datos contradictorios sobre el mantenimiento de la respuesta T CDS8+, después del
aclaramiento de la infeccién. Algunos estudios muestran que dicha respuesta se mantiene
décadas después de la resolucion (Takaki y cols. 2000). Por otra parte, Chang y cols,
encontraron que la respuesta T CD8+ especifica para el VHC persiste en los pacientes
crénicos, pero no en los que resuelven la infeccion (Chang y cols. 2001).

Varios estudios utilizando la tincion con tetrameros han mostrado que tanto en la infeccion
aguda como en la crénica ocurre disfuncion de linfocitos T CD8+ (Gruener y cols. 2001;

Thimme y cols. 2001; Wedemeyer y cols. 2002). Varias de las funciones de las células T
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pueden verse afectadas: la proliferacion, la citotoxicidad, la secrecion de IFN-y, y TNF-a
durante la activacion; este ultimo fenémeno conocido como “fenotipo aturdido”.
Particularmente, se ha encontrado que las funciones antivirales de los linfocitos T CD8+ en el
higado estan afectadas. Un estudio reciente muestra que los linfocitos T CD8+ intrahepaticos
anti-VHC especificos tenian disminuida la secrecién de IFN y a pesar de su acumulacion en
este organo, fendémeno que no se detectaba para los linfocitos T CD8+ especificos para
influenza (Spangenberg y cols. 2005). Es de destacar que se ha encontrado disfuncion de las
células T CD8+ en la fase aguda de la infeccion, independientemente del curso ulterior de la
infeccidn; sin embargo, en aquellos pacientes que resuelven la infeccion, la recuperacion de la
funcién de los linfocitos T CD8+ se asocid en tiempo con una disminucion rapida de la carga
viral y la resolucion de la infeccion (Thimme y cols. 2001; Lechner y cols. 2000a).

El mecanismo responsable del fallo primario de las células T o de su agotamiento no estd
esclarecido hasta el momento. Se ha sugerido que la presentacion de Ags por parte de las
células dendriticas (DC, del inglés, “Dendritic cells”) y macrofagos esta afectado en la
infeccion por el VHC (Bain y cols. 2001; Sarobe y cols. 2002), resultando en una activacion
inefectiva de las células T o en la afectacion del mantenimiento de las células de memoria. Se
conoce que la respuesta primaria y de memoria de las células T a otros virus no esta afectada
(Boni y cols. 2004) indicando esto que la naturaleza especifica del VHC constituye la base de
estas diferencias (Rehermann y cols. 2005). No sélo la cantidad de las células del sistema
inmune estd afectada, sino también la capacidad de proliferar frente a activadores policlonales
en comparacion con individuos sanos (Fan y cols. 2000).

Datos recientes indican que la via PD-1/PD-1 ligando tiene un papel clave en el agotamiento
de los linfocitos T (Barber y cols. 2006), siendo los niveles altos de expresion de PD-1 un
marcador de células T CD8+ funcionalmente agotadas.

Otra de las hipotesis para explicar estas alteraciones en los linfocitos T CD8+ es que sean
resultado de una respuesta auxiliadora débil o disfuncional por parte de los linfocitos T CD4+
especificos, lo que es comun en la infeccion por el VHC (Semmo y cols. 2005; Ulsenheimer y
cols. 2003).

Hay evidencia creciente del papel de los linfocitos T CD4+CDS5+ reguladores en la supresion
de los linfocitos T CD8+. Efectivamente, estds células se encuentran en mayor cantidad en

individuos crénicos que en individuos que auto-resuelven o en individuos sanos,
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demostrandose en experimentos de eliminacién selectiva in vitro y co-cultivo que la
produccion especifica de IFN-y y la proliferacion de linfocitos T CD8+ anti-VHC especificos
fueron inhibidas por linfocitos T CD4+CD5+ de manera dosis dependiente y por contacto
directo célula-célula (Rushbrook y cols. 2005; Sugimoto y cols. 2003).

Recientes andlisis ex vivo de la respuesta inmune de pacientes infectados con VHC muestran
una correlacion entre una produccion subdptima de IL-2 y una incompleta maduracion y
diferenciacion de las células T especificas al VHC (Kittlesen y cols. 2000). Verdaderamente,
las células T especificas al VHC estan menos diferenciadas que las células T especificas que
se generan contra otros patogenos (Rollier y cols. 2003).

Se ha encontrado una secuencia especifica de la proteina de la cépsida que es capaz de unirse
a un dominio globular del receptor del componente del complemento Clq; el cual se expresa
en la superficie de los macrofagos y las células T relacionandose con la regulacion negativa
de la produccion de IL-12 por los macréfagos (Eisen-Vandervelde y cols. 2004), la regulacion
negativa de la proliferacion de células T y macrofagos, asi como en la produccion de IL-2 e

IFN-y por las células T (Kittlesen y cols. 2000).

2.4 Heterogeneidad y estrategias de evasion viral
Siendo un virus de infeccion persistente, el VHC ha desarrollado sofisticadas estrategias de

escape para enfrentarse al sistema inmune innato y adaptativo. La alta tasa de error de la ARN
polimerasa dependiente de ARN y a la carencia aparente de mecanismos de correccion
durante la sintesis del ARN viral permite la aparicion de 10° y 10™ sustituciones por sitio de
genoma por afio (Abe y cols. 1992). Este valor es suficientemente alto como para que coexista
en un individuo infectado una poblacion relacionada de diferentes genomas del virus, de los
cuales uno se hace dominante bajo la presion del sistema inmune. Este fendmeno es conocido
como dindmica de "cuasiespecies" y constituye un mecanismo rapido y eficiente para el
escape del virus a la respuesta inmune (Bukh y cols. 1995). Los aislamientos del VHC pueden
separarse en, al menos, 6 tipos principales, subdivididos en mas de 50 subtipos (Simmonds y
cols. 2005). Los subtipos se designan por un numero arabigo que corresponde al del tipo
principal dentro del cual se clasifica, seguido por una letra miniscula en orden segun el

descubrimiento (Ejemplos 1a, 1b, 2a, 2b...).
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Adicionalmente el VHC tiene una serie de mecanismos de escape encaminados a interferir en
la respuesta anti-viral del hospedero. El VHC es muy eficiente ocasionando alteraciones a la
respuesta a IFN en diferentes niveles (Gale, Jr. y cols. 2005).

Otros estudios no han confirmado la afectacion en la funcion de las DC (Longman y cols.
2004). En otros estudios se ha comprobado la afectacion de las capacidades de migracion de
las DC, mas que sus funciones estimuladoras (Nattermann y cols. 2006).

En estos momentos no se conoce porque la infeccion por el VHC tiene un curso persistente a
pesar de existir fuertes respuestas de células T CD8+. Sin embargo, la aparicion de mutantes
de escape puede ser una de las causas principales (Chang y cols. 2001). Se han encontrado
evidencias de mutaciones en multiples epitopos restringidos a HLA de clase I, pero no en
epitopos no restringidos o en las regiones flanqueantes, durante los primeros meses de la
infeccion cronica en chimpancés. En el caso de los mutantes para células T no se ha
encontrado diversificacion después de varios afios de seguimiento en pacientes infectados, por
lo que se sugiere que este proceso ocurre tempranamente durante la infeccion (Bowen y cols.

2005; Cox y cols. 2005b).
2.5 Terapias

En este momento los tratamientos mas efectivos frente al VHC incluyen IFN-o combinado con
el analogo de nucledsido, ribavirina; con un 40% de respuesta sostenida, que se define por la
no deteccion de ARN viral por mas de seis meses después de terminada la terapia. Ademas, a
consecuencia del IFN y la ribavirina, cominmente se desarrollan efectos secundarios adversos
que claramente apuntan hacia la necesidad de terapias mds efectivas (Bartenschlager y cols.
2001).

Como otra version del IFN, se obtuvo una formulacién subcutanea, el peginterferon o-2a
(PEG-IFN-a-2a) (Hadziyannis y cols. 2003). Esta nueva forma ha sido utilizada para mejorar
la farmacodindmica y por lo tanto, la eficacia del IFN, pues provee niveles terapéuticos
sostenidos en plasma y puede ser administrado una vez por semana (Ferenci, 2003). El PEG-
IFN-a-2a es bien tolerado cuando se administra tanto solo, como combinado con ribavirina,
aunque la terapia combinada es significativamente mas efectiva que la monoterapia (Craxi y
cols. 2003). Tanto para el IFN-PEG como para el IFN no modificado se obtienen diferentes
niveles de respuesta viroldgica sostenida dependiendo del genotipo viral, siendo el genotipo 1

con el que se obtienen los menores porcientos de respuesta (Hadziyannis y cols. 2004).
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Otros tratamientos alternativos basados en terapia con vitaminas, acupuntura, terapias con
hierbas y técnicas de modificacion del estilo de vida han sido ampliamente empleados,
aunque los escasos ensayos controlados publicados no avalan su eficacia (Liu y cols. 2003).

La identificacion de varios blancos atractivos para compuestos antivirales, como son el sitio
interno de entrada al ribosoma, la proteasa NS2-3, la proteasa de tipo serina NS3, la
NTPasa/helicasa NS3 y la polimerasa NS5B (Reed y cols. 1998a), abre nuevas perspectivas
en este campo. Particularmente, las estrategias moleculares entre las que se destacan el
desarrollo de ribozimas, oligonucle6tidos antisentido y la inmunizacién con ADN aparecen

como variantes futuras atractivas.

2.6 Modelos de replicacion in vitro del virus de la hepatitis C
Una de las mayores limitaciones en el estudio del VHC es la carencia de un sistema de cultivo

celular que permita una propagacion confiable y eficiente de este virus.

Se ha probado la susceptibilidad de varias lineas celulares humanas y de chimpancé (Pan
troglodytes); sin embargo, el nivel de replicacion en estos sistemas no es satisfactorio, ya que
se requiere realizar una reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) con retrotranscripcion para
la deteccion del ARN.

Por otra parte, se han obtenido clones infecciosos de ADN complementario (ADNc);
comprobandose que el RNA trascripto es infeccioso en chimpancés inoculados intra-
hepaticamente (Yanagi y cols. 1997). Sin embargo, estos ADNc no se han adaptado a
condiciones de cultivo, lograndose niveles reducidos de replicacion (Yanagi y cols. 1997;
Lanford y cols. 2001).

La obtencion de replicones subgendmicos para el VHC resultdé un enfoque novedoso para
lograr un modelo in vitro para el estudio del VHC. Estas moléculas se derivan de una
secuencia consenso obtenida de un genoma de VHC que fue clonado a partir de un paciente
infectado crénicamente con genotipo 1b (Koch y cols. 1999). A esta secuencia se le elimind la
region estructural y se le insertd en ese sitio el marcador de seleccion neomicina
fosfotransferasa y el IRES del virus de la encefalomiocarditis. La transfeccion de la linea
Huh-7 con este replicon y la posterior seleccion, revelo el crecimiento de un numero bajo de
células. El andlisis de estas células arroj6 que contenian ARN viral auto-replicante. La
cantidad de ARN producido pudo ser detectada por Nothern blot y se logrdé propagarlos

durante 2 afios. Las proteinas virales no estructurales se detectaron en el citoplasma, en
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estrecha asociacion con las membranas del RE, sugiriendo que este es el sitio de replicacion
viral (Lohmann y cols. 1999). Con posterioridad, utilizando clones permisivos de células Huh
7 se lograron replicones del genoma integro del VHC, aunque sin la obtencion de particulas
virales (Pietschmann y cols. 2002; Ikeda y cols. 2002). Este sistema ha sido muy util para la
evaluacion de antivirales y en estudios sobre la replicacion del VHC.

Al menos uno de estos sistemas de replicones gendmicos ha producido particulas virales
infecciosas para chimpancés (Wakita y cols. 2005). Haqshenas,G y cols. demostraron que el
genoma de genotipo 2a quimérico para el gen P7 de genotipo 1b produce particulas virales in
vitro (Haqshenas y cols. 2007).

Por otra parte, como parte de los esfuerzos para desarrollar modelos experimentales murinos
para el VHC, se emplearon replicones derivados de la cepa JFH-1 de genotipo 2a y se logrd
establecer la replicacion estable del VHC en células de hepatocitos y fibroblastos murinos. La
replicacion viral en las células murinas fue similar a la encontrada para las células Huh-7,

aunque no fue posible detectar particulas virales infectivas (Uprichard y cols. 2006).

2.7 Modelos animales para el virus de la hepatitis C
El tnico modelo animal satisfactorio hasta el momento para reproducir la infeccion por el

VHC es el chimpancé; el cual puede desarrollar infeccion aguda o persistente. Este modelo
tiene un uso muy limitado por razones éticas y por el alto costo que representa el
mantenimiento de estos animales bajo condiciones Optimas. Ademas, en esta especie la
clarificacion de la infeccion ocurre en mayor porciento que en humanos. Debido a esto, hay
muchos estudios destinados a la busqueda de un modelo animal mas factible. Se plantea que
el Tupaias (T. belangeri chinensis) en ciertas ocasiones se infecta con el VHC, desarrollando
viremia, aunque los resultados son poco reproducibles (Xie y cols. 1998). Otro enfoque para
estudiar la replicacién del VHC y drogas anti-virales, ha sido la utilizacion del virus GB-B
(GBV-B), un virus hepatotropico, miembro de la familia Flaviviridae, y que infecta
eficientemente a monos tamarinos (Simons y cols. 1995) y marmotas (Lanford y cols. 2003),
como vector para la generacion de virus recombinantes para Ags del VHC.

En 1995 un grupo de investigadores logro expresar el genoma completo del VHC en células
del higado de ratas, por medio de transferencia génica in vivo de un complejo formado por
ADN unido a liposomas, aunque el andlisis histologico del higado no mostré evidencia de

hepatitis (Takehara y cols. 1995).
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Los ratones transgénicos han sido ampliamente usados en el estudio de varias enfermedades y
en el caso de la hepatitis C se han obtenido varios resultados. Las proteinas estructurales han
sido las mas utilizadas en estas estrategias y especialmente la proteina de la capsida
(Kremsdorf y cols. 2007). Wakita y colaboradores obtuvieron ratones transgénicos que
contenian un ADN correspondiente a los nt 294-3435 del VHC, detectdndose las proteinas de
la capsida, la E1 y la E2 en los hepatocitos de los ratones. Con estos modelos se han obtenido
evidencias del papel de estas proteinas en la patogénesis viral (Honda y cols. 1999; Naas y
cols. 2005; Sarcar y cols. 2004).

Otra estrategia que se ha seguido es el uso de los llamados sistemas trimeros en los que se
utilizan ratones inmunocomprometidos a los cuales se les implanta en el higado hepatocitos
humanos y luego se infectan con un agente determinado; esto se hizo para el VHB y se logro
el desarrollo de viremia (Kato, 2001). Recientemente, un grupo de investigadores utilizd
ratones SCID (del inglés, “Severe combined inmunodeficiency”) a los que se les implantd
hepatocitos humanos normales, generando higados humanos quiméricos. Estos ratones se
inocularon con suero humano infectado con el VHC y se demostré el desarrollo de la
infeccion con altos titulos virales. La replicacion viral fue confirmada por la deteccion de la
cadena de ARN negativa. Las proteinas virales se localizaron en los noddulos de los
hepatocitos y la infeccion logroé propagarse durante tres generaciones de ratones (Mercer y
cols. 2001).

Otro sistema novedoso utiliza ratas que son tolerizadas en su etapa embrionaria, a las que se
les transplantan células Huh 7 después del nacimiento, lograndose que un 6 porciento de los
hepatocitos correspondan a la linea celular. Después de inocular los animales con un suero
humano VHC positivo, un 30% de los hepatocitos humanos es positivo para la proteina de la
capsida (Wu y cols. 2005). Las caracteristicas de estos modelos implican que si bien resultan
utiles para determinados estudios, generalmente no son efectivos para la evaluacion de la

respuesta inmune de candidatos vacunales.

2.8 Uso de virus vaccinia recombinantes en estudios de

proteccion
El conocimiento de los eventos inmunologicos que ocurren en el organismo, en presencia de

patogenos intracelulares como el VHC, es muy limitado. Por esto se hace necesario

desarrollar sistemas que permitan conocer qué tipo de respuesta es importante para la
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eliminacion del virus, y qué candidato vacunal pudiera conferir proteccion frente a una
infeccion por el VHC.

Se han tratado de esclarecer los mecanismos de defensa que se desencadenan en la respuesta
inmune cuando se realizan estudios de proteccion, prestando principal atencion al papel de la
respuesta celular. Se han hecho varios estudios utilizando distintos inmunogenos y varios
modelos de reto, alguno de los cuales usan virus vaccinia (VV) recombinante.

La proteccion mediada por células frente a una infeccion por un VV recombinante ha sido
evaluada en ratones, para analizar la contribucién de los LTC respecto a las células T CD4" y
a la produccion de ILs. En un estudio se utilizo la cepa de raton C57BL/6 de haplotipo H-2"
que es capaz de generar respuesta de LTC frente a infecciones virales y la cepa B10.BR de
haplotipo H-2", la cual no desarrolla respuesta de LTC ante una infeccion viral. Ambas cepas
de ratones mostraron un nivel similar de proteccion frente al reto con bajas dosis de VV
recombinante. Cuando se realizo la eliminacién de células CD8", la cepa C57BL/6 mostro
una disminucion del nivel de proteccion; sin embargo fue altamente resistente a la eliminacion
de las células T CD4" y al tratamiento con Acs anti- IFN-y y anti- TNF-o.. En estos ensayos
de eliminacion de células CD8+, CD4+ y tratamientos con Acs anti- IFN-y y anti- TNF-a, en
animales B10.BR se obtuvieron resultados totalmente opuestos. Por otra parte, al aumentar la
dosis del VV recombinante en el reto, los animales H-2° fueron capaces de eliminar el virus,
sin embargo los H-2" no pudieron controlar la infeccion y murieron (Binder y cols. 1991).
Estos resultados sugieren que las células T CD4" pueden mediar la proteccién antiviral, pero
su eficiencia es menor comparada con la protecciéon mediada por LTC.

El uso de un VV recombinante expresando la nucleoproteina del virus de la estomatitis
vesicular, como sistema de reto fue descrito en 1994 por Bachman y colaboradores
(Bachmann y cols. 1994). A partir de aqui se han obtenido VV recombinantes para diferentes
Ags de varios patogenos y estos han demostrado ser un buen sistema para estudiar la
respuesta inmune celular frente a diferentes Ags. Un VV recombinante para el gen 11 del VPH
fue exitosamente usado para comprobar la proteccion conferida por particulas similares a este
virus (Marais y cols. 1999). Para el VIH hay varios trabajos donde estudian la proteccion
conferida por diferentes candidatos vacunales disefiados a partir de ADN (Kent y cols. 1998),
o vacunas peptidicas (Kiszka y cols. 2002). También se han hecho estudios para ver qué via

de inoculacion es la mas adecuada, analizando cual confiere mayor proteccion frente a un reto
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con VV recombinante (Belyakov y cols. 1998). Ademads, para VIH se ha obtenido proteccion
ante una infeccion con VV recombinante en el modelo murino, lo cual coincide con estudios
hechos en macacos retados con la cepa del VIH-1 (Kent y cols. 1998). Esto demuestra la
efectividad del modelo del VV recombinante para su uso en estudios de proteccion, ya que los
resultados obtenidos previamente en ratones, pueden ser extrapolados a otros modelos
animales. Esto tiene grandes ventajas para el estudio de enfermedades como la hepatitis C, y
el sindrome de inmunmodeficiencia adquirida, cuyos agentes causales no se replican en los
modelos animales de laboratorio usados tradicionalmente.

Para el caso del VHC hay pocos trabajos en los cuales se establezca un estudio de proteccion
con VV recombinante para cualquiera de las proteinas virales. En uno de los trabajos sobre el
tema, se disefid una estrategia de inmunizacidon que consistié en inocular por via oral una cepa
de Salmonella typhimurium, codificante para la proteina NS3 del VHC, en ratones
transgénicos. El posterior reto con VV recombinante para NS3 demostré que el inmundgeno
conferia proteccion ya que el titulo viral se redujo significativamente en los animales
inmunizados (Wedemeyer y cols. 2001).

Ademas, se ha demostrado que las células efectoras de animales sensibilizados con Ags del
VHC son capaces de reconocer y destruir células blanco infectadas por VV recombinante para
la proteina de la capsida del VHC (Hiranuma y cols. 1999). Esto indica que los Ags del VHC
expresados de forma heterdloga por el VV, son procesados y presentados correctamente,
induciendo una respuesta celular. Esto demuestra que el VV recombinante puede resultar un
buen sistema para los estudios de proteccion anti-VHC por lo que este tipo de ensayo amerita
ser estudiado.

Particularmente, se han empleado VV recombinantes para los Ags estructurales del VHC
como poliproteina en estudios de proteccion (Majid y cols. 2006). También se han empleado
VV recombinantes para Ags individuales de la region estructural, como la proteina F de
genotipo la (Troesch y cols. 2005). Sin embargo la mayoria de estos virus recombinantes
contienen secuencias de genotipo 1a, debido a la mayor facilidad para contar con aislamientos
de este genotipo en los laboratorios (Troesch y cols. 2005; Engler y cols. 2004; Large y cols.
1999). Se cuenta con el precedente del empleo de un VV recombinante para la region
estructural de genotipo 1b cepa J, en estudios de proteccion por parte de Murata y cols 2003,

este mismo virus recombinante fue empleado por Majid y cols para evaluar las
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potencialidades del virus de la estomatitis vesicular como vehiculo para vacunas frente al
VHC. Otro VV recombinante para Ags de la region estructural del VHC de genotipo 1b cepa
BK fue generado por Pancholi y cols 2003, aunque este recombinante también contenia las

proteinas no estructurales NS2 y NS3 (Pancholi y cols. 2003).

2.9 Estrategias para el desarrollo de vacunas contra el virus de la
hepatitis C

Varios enfoques han sido empleados para desarrollar una vacuna contra el VHC; entre estos
se destacan el empleo de proteinas recombinantes, péptidos sintéticos, VLP (del inglés, “virus
like particles”), virus recombinantes y ADN desnudo.

2.9.1 Vacunas de subunidades basadas en proteinas virales, péptidos o
particulas similares a virus

En 1994, en un estudio pionero, Choo y cols describieron el primer intento de inmunizar
chimpancés contra el VHC utilizando heterodimeros de E1/E2 obtenidos a partir de células de
mamiferos, formulados con MF-59 y muramil dipéptido (Choo y cols. 1994). Se observo una
respuesta de Acs fuerte, aunque transitoria contra estos Ags. Los animales se retaron en el
pico de la respuesta. Cinco de los 7 animales inmunizados resistieron totalmente al reto con el
virus homologo. Dicha proteccion ha sido correlacionada con la presencia de Acs capaces de
inhibir la union de E2 a células humanas (Rosa y cols. 1996). Sin embargo, no se observo
proteccion contra el reto con un aislamiento heterélogo del mismo genotipo. Estos datos
sugirieron que la inmunidad inducida fue aislamiento especifica. Ninguno de estos animales
inmunizados desarrollo la infeccidn cronica (Prince y cols. 2001).

En otro estudio, la proteina recombinante E1 proveniente de un aislamiento del genotipo 1b
fue purificada como homodimeros que se asociaban en particulas de 9 nm de didmetro
aproximadamente (Maertens y cols. 2000). Dos chimpancés infectados cronicamente con el
VHC recibieron 9 dosis de 50 ug de la proteina E1 recombinante. La inmunizaciéon mejoro la
histologia hepatica, determin6 la desaparicion de los Ags virales del higado y disminuyd los
niveles de alanina amino transferasa. Sin embargo, los niveles de ARN viral en suero no
cambiaron durante el tratamiento, asi como la inflamacion hepatica después de concluir el
tratamiento. Se observd una asociacion entre los altos niveles de Acs contra El y el
mejoramiento temporal de la enfermedad (Maertens y cols. 2000). Teniendo en cuenta estos
precedentes este grupo desarrolld un estudio clinico Fase I con individuos sanos, que se

inmunizaron con 20 pg de una proteina E1 obtenida en células Vero. Después de tres dosis
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por via intramuscular (i.m) con este candidato vacunal, se obtuvo un 100% de seroconversion
y de respuesta linfoproliferativa frente a E1 en los individuos en estudio (Leroux-Roels y cols.
2004). Posteriormente se desarrolld otro estudio Fase I con este mismo candidato, pero
administrando 4 pg por via subcutanea y sin adyuvante. En este segundo caso se inmunizaron
individuos sanos, individuos con infeccion autoresuelta e individuos con infeccidon cronica por
el VHC. La reduccion en la dosis y el cambio en la formulacion provocaron que se obtuviera
una respuesta humoral débil en solo el 30% y respuesta proliferativa en solo el 10% (Leroux-
Roels y cols. 2005).

Otras formulaciones basadas en proteinas virales han sido estudiadas fundamentalmente en
ratones (Harase y cols. 1995; Alvarez-Obregon y cols. 2001). Particularmente, la formacion
de VLP a partir de proteinas recombinantes y su empleo como vacunas resulta muy atractiva
porque estas formaciones simulan con frecuencia las propiedades morfologicas, biofisicas y
antigénicas de los virus. Particulas de esta naturaleza, obtenidas a partir de células de insecto
infectadas con un baculovirus recombinante conteniendo la secuencia de los Ags de la region
estructural del VHC, han sido capaces de generar una respuesta inmune tanto humoral como
celular fuerte contra estos Ags (Baumert y cols. 1999; Lechmann y cols. 2001). La
inmunogenicidad es altamente dependiente de la formacion de la particula. En otra variante,
particulas compuestas por la proteina de la capsida formulada con complejos
inmunoestimuladores indujeron también una respuesta inmune proliferativa y citotoxica
especifica fuerte en macacos rhesus (Polakos y cols. 2001). Aunque los resultados obtenidos
con los candidatos vacunales basados en subunidades proteicas recombinantes son
alentadores, la respuesta inmune inducida por estas variantes se dirige fundamentalmente
hacia la rama humoral, siendo frecuentemente de corta o mediana duracidn y especifica para
el aislamiento en que se basa.

El uso de péptidos conteniendo epitopos para linfocitos CD4+ y CD8+ representa un enfoque
alternativo de inmunizacion. La identificacion de varios epitopos para células T CD4+ y
CD8+ en la poliproteina viral del VHC que pudieran ser importantes en la clarificacion viral,
apoyan la estrategia de usar péptidos sintéticos como candidatos vacunales contra este
patdgeno. Diferentes péptidos solos o lipidados, conteniendo epitopos de C, NS4 y NS5, han
inducido una fuerte respuesta de tipo T citotoxica en ratones (Shirai y cols. 1996; Oseroff y

cols. 1998; Hiranuma y cols. 1999). También ha sido evaluado este enfoque de inmunizacion
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para inducir Acs contra la RHV-I del VHC, con algunos resultados alentadores en conejos y
chimpancés (Esumi y cols. 1999), (Shang y cols. 1999). El principal obstaculo para el enfoque
de vacunas peptidicas radica en el limitado espectro epitopico que pueden abarcar y en que
aquellos péptidos sin funcion auxiliadora son pobres inmundgenos.

Recientemente se desarrolld un estudio Fase I con un candidato vacunal basado en péptidos
sintéticos del VHC y poli-Arginina. La mezcla de péptidos consiste en 5 péptidos altamente
conservados, lo que debe minimizar el escape viral. Sin embargo la respuesta de linfocitos T
CD8+ se dirigid principalmente al péptido de la NS3 (1073-1081 aa), por lo que este objetivo
no se cumplio. En el estudio se inmunizaron individuos sanos positivos para HLA A2, por via
subcutanea 1 vez al mes, durante 4 meses. Las dosis de la mezcla de péptidos variaron desde
0,5 hasta 5 mg. En todos los grupos del estudio el inmunogeno, IC41, fue bien tolerado y el
evento adverso mas frecuente fue dolor de cabeza. IC41 indujo respuesta inmune en todos los
grupos. Los mayores porcientos de respuesta se encontraron en los grupos con dosis altas
(2,5-5 mg) y el incremento del nimero de dosis se asocid a un mayor porciento de respuesta y
respuestas mas robustas. La poli-Arginina fue necesaria para la induccion de respuesta de
secrecion de I[FN-y (Firbas y cols. 2006).

Otro candidato peptidico que llegd a Fase I, es la inmunizacién personalizada con péptidos
derivados de secuencias de genotipo 1b. El estudio se desarrolld6 en pacientes no
respondedores a tratamiento con IFN y positivos a HLA-A24. Se examind la respuesta de
c¢lulas mononucleares de sangre periférica e IgG pre-vacunacion frente a los 4 péptidos
propuestos y solo los péptidos reactivos se administraron cada dos semanas en dos ciclos de
inmunizaciones, donde todos los pacientes recibieron al menos 14 inmunizaciones. Las dosis
fueron de 0,3 1 y 3 mg administradas en adyuvante incompleto de Freund, por via subcutanea
en el abdomen. Este inmunogeno fue bien tolerado sin toxicidad severa. Después de la
séptima inmunizacion se produjo incremento de la respuesta LTC e IgG frente a al menos 1
de los péptidos inoculados. Sin embargo, no se logrd la reduccion en mas de 1 log en ninguno

de los pacientes (Yutani y cols. 2007).

2.9.2 Uso de vectores virales para la inmunizacion

Al igual que para otras infecciones persistentes, para la obtencion de candidatos vacunales
contra al VHC, se han utilizado vectores virales recombinantes. Los adenovirus

recombinantes se han empleado como vehiculos de regiones del VHC debido a su
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hepatotropismo, su potencia para inducir inmunidad tanto humoral como celular y la
posibilidad de ser administrados tanto parenteral como oralmente. Adenovirus recombinantes
conteniendo los genes codificantes para las proteinas estructurales del VHC inducen una
respuesta de Acs contra cada una de estas proteinas (Makimura y cols. 1996). Ademas,
después de inmunizar ratones con adenovirus recombinantes para C y El, se detecta una
respuesta de tipo T citotoxica especifica contra estos Ags (Bruna-Romero y cols. 1997).

El empleo de otros virus recombinantes, como virus de viruela de canarios, conteniendo
diferentes genes del VHC ha inducido fuertes respuestas de tipo T citotdxicas y auxiliadoras
en ratones (Pancholi y cols. 2003). Ninguno de estos virus se replica en células de mamiferos,
pero pueden infectar y expresar eficientemente las proteinas codificadas por su genoma en el
citoplasma.

Con este sistema de inmunizacion basado en virus recombinantes, se puede lograr una buena
respuesta citotoxica celular mediada por linfocitos CD8", ya que se asegura que el Ag sea
procesado en el interior de la célula infectada y los epitopos se presentan en el contexto del
sistema principal de histocompatibilidad tipo I (MHC 1, del inglés, “Major Histocompatibility
Complex Class I’) (Limbach y cols. 1996). Igualmente, se conoce que los vectores poxvirales
activan la inmunidad humoral durante su replicacion(Cox, 1992). Un virus de viruela aviar
(VVA) recombinante para Ags del VIH e IFN-y estimul6 la respuesta de células T en macacos
(Dale y cols. 2000). Los resultados mas alentadores se han obtenido en regimenes de
sensibilizacion/recuerdo empleando vacunas de ADN, VLPs y proteinas, entre otras (Pancholi
v cols. 2003; Zanotto y cols. 2003).

Otra estrategia para optimizar la inmunogenicidad de poxvirus recombinantes para Ags del
VHC es la manipulacién de la localizacion subcelular de los Ags. Especificamente se han
evaluado la respuesta humoral y LTC en ratones inmunizados con virus Ankara modificada
(del inglés “modified virus Ankara”, MVA) recombinantes para las proteinas de la envoltura
El y E2 nativas, truncadas y secretadas y expresdndose como un heterodimero quimérico
localizadas en membrana plasmatica. Se encontr6 que cuando los Ags son secretados o
permanecen unidos a membrana se favorece la respuesta humoral y se produce un ligero
incremento en la respuesta celular cuando los Ags se exponen en la superficie de la célula

(Abraham y cols. 2004). Adicionalmente, se han evaluado esquemas de inmunizacién
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acelerados con vistas a mejorar la respuesta obtenida con MVA recombinantes para proteinas

no estructurales del VHC (Fournillier y cols. 2007).

2.10 Poxvirus

2.10.1 Morfologia general

Los poxvirus son los mayores virus de animales y pueden ser visualizados, aunque solo como
particulas sin rasgos detallados, al microscopio de campo claro. La microscopia electronica ha
revelado que los viriones son ovales o esféricos, de 200 a 400 nm de largo. Su superficie
externa contiene crestas en filas paralelas o, como en el caso de los parapoxvirus, en una hélice
continua. Muestran una bicapa lipoproteica llamada membrana externa, que rodea a la capsida.
En los poxvirus de vertebrados la cépsida es biconcava. El examen detallado de la sustancia
interna de la capsida revela una nucleoproteina fibrosa, torcida y plegada. Por fijacion del
material nuclear fue posible observar estructuras globulares, electrodensas, interconectadas por

fibras de ADN (Moss, 2001).

2.10.2 Genoma

Los poxvirus contienen un genoma lineal de doble cadena de ADN que varia entre 130 000

pares de bases (pb) en Parapoxvirus y 300 000 pb en Avipoxvirus y difieren ampliamente en su
contenido de G+C. Los rasgos estructurales basicos de este genoma son: un lazo terminal
cerrado en ambos extremos (Baroudy y cols. 1982), repeticiones en tandem, repeticion terminal
invertida y una region central altamente conservada (Moss, 2001).

Entre las caracteristicas mas relevantes del genoma viral se encuentran la ausencia de intrones y
el aprovechamiento al méximo del genoma, aunque es muy raro el solapamiento de los genes.
Se ha podido definir que los genes esenciales para la supervivencia del virus se encuentran
ubicados hacia el centro del genoma, mientras que hacia los extremos se ubican la mayoria de

los genes no esenciales, como los que definen su rango de hospedero (Goebel y cols. 1990).

2.10.3 Ciclo de replicacion

Generalmente se describe el ciclo replicativo del VV por ser este el miembro prototipo de la
familia y el primero en utilizarse como vector viral (Hruby, 1990). El virus se adsorbe a las
células susceptibles y entra, ya sea por penetracion directa o por viropexis. Una vez en el
citoplasma, la envoltura viral es eliminada por enzimas del hospedero y comienza la
expresion de los genes virales tempranos. Esta fase de transcripcion se lleva a cabo por

enzimas virales que han sido empacadas en el virion (Jones y cols. 1987). Estas enzimas
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incluyen la ARN polimerasa dependiente de ADN vy la poli(A) polimerasa entre otras (Miner
y cols. 1988).

Entre los productos de los genes tempranos inmediatos se encuentran por ejemplo la ADN
polimerasa (Jones y cols. 1984), la timidina quinasa (del inglés, “Timidine Kinase”, TK)
(Hruby y cols. 1982)y la ribonucleétido reductasa (Tengelsen y cols. 1988), asi como otras
enzimas necesarias para catalizar la ruptura de la capsida y la liberacion del ADN viral.

A pesar de la diferencia en tamafio, la TK de 20 kDa de poxvirus tiene homologias con la TK
de 40 kDa de humanos y pollos (Moss, 2001).

Aunque el VV no transforma las células, tampoco es considerado litico. Es capaz de moverse
de una célula infectada a una no infectada, vecina, por fusion celular y formacion de sincicios,
lo que provoca la formacion de placas y por lo tanto, provee de un método conveniente para la

purificacion parcial del virus (Hruby, 1990).

2.10.4 Ventajas v desventajas del uso de los poxvirus como vectores vivos

La replicacion citoplasmatica de estos virus y la codificacion en su genoma de gran parte de las
enzimas y factores requeridos para la transcripcion, replicacion y traduccion, son las mayores
ventajas para su uso como vectores. Los poxvirus son capaces de perder gran parte de la
informacion genética sin que se afecte su replicacion in vitro y de aceptar, igualmente, gran
cantidad de informacion (hasta 25 kilobases) (Limbach y cols. 1996). Asi, multiples Ags del
mismo o de varios patdgenos pueden ser expresados por un Unico recombinante, lo que hace
posible la obtencion de candidatos vacunales multivalentes (Pincus y cols. 1995).

La expresion a través de los poxvirus recombinantes permite la realizacion de las
modificaciones post-traduccionales y el trafico intracelular normal de las proteinas, las cuales
son presentadas en una conformacion similar a la nativa (Dubuisson y cols. 1994). Esto es
importante debido a que muchos Acs neutralizantes estan dirigidos contra epitopos
conformacionales que aparecen en la proteina nativa que se necesita existan en las variantes
recombinantes.

Con este sistema viral se puede lograr una buena respuesta citotoxica celular mediada por
linfocitos T CD8", ya que se asegura que el Ag se procese en el interior de la célula infectada y
los epitopos se presenten en el contexto del MHC I (Limbach y cols. 1996). Igualmente se
conoce que los vectores poxvirales activan la inmunidad humoral durante su replicacion (Cox,

1992).
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El VV constituy6 un agente adecuado para la inmunizacidn, sus preparaciones son estables, el
costo de produccion es bajo, la administracion es facil y la induccion de la inmunidad es de
larga duracion (Vazquez-Blomquist, 1998).

A pesar de lo anterior, el amplio uso del VV en la lucha contra la viruela humana demostr6 la
aparicion, en algunos casos, de encefalitis con desmielinizacion, e infeccion progresiva con el
VV, asi como eczema vaccinatum (Lane y cols. 2003). Las complicaciones estuvieron
asociadas a la edad, el estado inmunitario de los vacunados y a las cepas de VV usadas.

Es debido a esto que en la actualidad se explora el uso de otros vectores atenuados derivados
del VV y de vectores con rango de hospedero mas restringido como los avipoxvirus, que
puedan ser usados en vacunas seguras, si se mantienen las propiedades inmunoldgicas
deseadas, a la vez que los genes virulentos son eliminados del genoma viral (Beukema y cols.

2006; Kent y cols. 2007).

2.10.5 Avipoxvirus

El género Avipoxvirus agrupa virus que infectan a las aves y cuya replicacion en mamiferos es
abortiva. Esto ultimo ofrece una barrera de seguridad contra la ocurrencia de complicaciones
asociadas con o inducidas por la vacuna (Pincus y cols. 1995). Sin embargo, los avipoxvirus
recombinantes no se replican en células de mamiferos, existe una sintesis de novo de las
proteinas recombinantes, que induce una respuesta inmune contra las mismas (Limbach y cols.
1996).

El VVA es el prototipo de este género. En muchos trabajos se han definido regiones genémicas
del VVA con organizacion semejante al VV (Zantinge y cols. 1996) y en otros se han
encontrado segmentos con ciertas diferencias. Tal es el caso del gen de la TK, el cual esta
translocado a otra posicion (Boyle y cols. 1987). Se ha comprobado que es posible la
transcripcion de genes en el VVA bajo promotores del VV y viceversa, aunque puedan existir
diferencias en cuanto a la eficiencia de la transcripcion (Kumar y cols. 1990).

Su eficacia como vector para la inmunizacion fue demostrada en 1988 por Taylor y
colaboradores, tanto en especies aviares como no aviares. Especificamente se demostrd su
utilidad en la inmunizacion de mamiferos con el uso de un VVA recombinante que expresa la
glicoproteina del virus de la rabia. La inoculacion con este recombinante protegiéo a gatos,

perros y ratones ante el reto con el virus salvaje (Taylor y cols. 1988).
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El VVA también ha mostrado ser eficiente como vector en la generacion de respuestas inmunes
satisfactorias contra Ags del VIH, fundamentalmente involucrado en regimenes de
inmunizacion basados en dosis de sensibilizacion y de recuerdo. Cuando se sensibilizaron
ratones con un MVA recombinante y luego recibieron una dosis de recuerdo con VVA
recombinante, ambos expresaban polipéptidos multiepitopicos de la region V3 del VIH 1, se
encontré que se incrementaba el numero de células secretoras de IFN-y especificas. El
incremento obtenido con esta combinacion fue superior al obtenido al sensibilizar con ADN y
dar dosis de recuerdo con MVA o con VVA recombinantes (Vazquez-Blomquist y cols. 2004).
Por otro lado, un candidato vacunal contra el VIH basado en un VVA recombinante para los
Ags Gag y Pol del VIH 1, y que coexpresaba IFN-y, estimulé las respuestas de células T en
macacos (Dale y cols. 2000).

Por otra parte, los VVA recombinantes han sido exitosos en ensayos clinicos Fase II en el
tratamiento del cancer de prostata (Arlen y cols. 2006) y demostraron ser seguros como vacuna
terapéutica contra el VIH en un estudio en macacos (De Rose y cols. 2005). Ademas, el VVA
ha sido introducido con éxito en terapias contra tumores intestinales (Kudo-Saito y cols. 2004)
y ha generado fuertes respuestas de células T contra la malaria (Cottingham y cols. 2006).
Hasta el momento no se han empleado VVA recombinantes en estrategias vacunales frente al
VHC, aunque se generé un VVA recombinante conteniendo la secuencia de la proteina de la

capsida del VHC para estudios in vitro de esta proteina (Yap y cols. 1998).

35



Poxvirus recombinantes para antigenos del VHC

3. Materiales y Métodos

3.1 Enzimas, reactivos y marcadores de peso molecular
Se utilizaron las enzimas de restriccion Accl, Xbal, EcoRV, Clal, Bglll, BamHI, Pstl y Smal

suministradas por la casa comercial Promega (Wisconsin, EE.UU). Las condiciones dptimas
se establecieron mediante reacciones analiticas.

Se emplearon ademas, las enzimas de modificacion RNAsa, T4 Ligasa (Pharmacia, Suecia), y
Taq polimerasa (Promega, Wisconsin, EE.UU).

Los reactivos quimicos empleados fueron suministrados generalmente por la casa comercial
Merck (Darmstadt, Alemania). En los procedimientos donde se emplearon reactivos de otras
casas comerciales se especifican las fuentes de los mismos.

Lambda Hindlll (New England Biolabs, MA, EE.UU): Marcador de peso molecular para
ADN producto de la digestion del ADN del fago Lambda con Hindlll. Las bandas que
aparecen en un gel de agarosa al 0,8 % son las siguientes (kb): 23,1; 9.4; 6,6; 4,4; 2,3; 2,0;
0,56; 0,13.

Marcador de peso molecular de amplio rango para proteinas (BioRad, California, EE.UU) que
contiene las siguientes proteinas: Miosina (200 kDa), B-Galactosidasa (116,3 kDa),
Fosfororilasa b (97,4 kDa), Albumina sérica (66,2 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Anhidrasa
Carbonica (31 kDa), Inhibidor de Tripsina (21,5 kDa), Lisozima (14,4 kDa), Aprotinina (6,5
kDa).

3.2 Oligonucleotidos

Los oligonucleétidos empleados se sintetizaron en el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB, La Habana, Cuba) por el método del B-cianoetilfosforamidito (Sinha y
cols. 1984). Los oligonucledtidos 6052 y 6053 se disefiaron para obtener un adaptador con
extremos compatibles con sitios Xbal y Bgl/II.

6052 5"GATCTCAGCCACTAGCGAAT 3’

6053 5"CTAGATTCGCTAGTGGCTGA 3’

Los oligonucleodtidos 3333 (cebador 57) y 6418 (cebador 3”) se utilizaron en la RCP para
comprobar la identidad del VVA recombinante. El oligonucleotido 6418 es complementario a
la region 1863-1879 nt del plasmidio pFP67xgpt, que se extiende de la posicion +35 a +53 nt

con respecto al ultimo sitio de restriccion del sitio muiltiple de clonaje en dicho plasmidio. El
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oligonucleétido 3333 es complementario a la secuencia 353-376 nt de la poliproteina del
VHC.

6418: S TTTACGAGCTTGTCGAAG 3’

3333: 5’CATGGATTTGGGTAAGGTCAT 3’

Condiciones utilizadas para la obtencion del adaptador

Se mezclaron 25 pmol de cada oligonucleétido en una solucién de tris-HC1 100 mM y MgCl,
10 mM, pH 8. Dicha solucion se mantuvo 1 minuto (min) a 95°C y 10 min a 70°C. Se dejé

enfriar a 28°C y luego se incubd 1 hora a 40°C. Se conservo a -20°C.

3.3 Proteinas recombinantes
La proteina Co.120 es una proteina recombinante que comprende los primeros 120 aa de la

proteina de la capsida del VHC. Es producida a partir de la cepa BL-21(DE3) de Escherichia
coli. Se purifica hasta un 90% mediante procedimientos de lavado del precipitado de ruptura y
cromatografia de exclusion molecular descritos previamente (Duenas-Carrera y cols. 1999).
Las proteinas E1.340 y E2C se obtienen a partir de la cepa BL-21(DE3) de E. coli, con mas de
85% de pureza, a través de una combinacion de procedimientos de solubilizacion diferencial y
cromatografia de exclusion molecular. La proteina E1.340 abarca la regién comprendida entre
los aa 192-340 (Lorenzo y cols. 2000) y la proteina E2C abarca la region comprendida entre
los aa 384-605 (Duenas-Carrera y cols. 2001) de la poliproteina viral.

La proteina E2.680 se obtuvo a partir de la levadura Picchia pastoris transformada, con mas
de 90% de pureza. Esta proteina abarca la region comprendida entre los aa 384-680 de la

poliproteina viral (Martinez-Donato y cols. 2006).
3.4 Plasmidios

El plasmidio pAEC-K6 es un vector para la inmunizacion con ADN, que posee un sitio
multiple de clonaje para la insercion de genes heterdlogos bajo el control de la unidad
transcripcional integrada por el promotor inmediato temprano del citomegalovirus humano, y
las sefiales de terminacién y procesamiento del ARNm provenientes del virus 40 de Simio
(Herrera y cols. 2000).

El plasmidio pIDKE2 es un derivado del plasmidio pAEC-K6 que tiene insertado el
fragmento codificante para los aa 1-650 (Cépsida-E1-E2) de la poliproteina viral del
aislamiento cubano del VHC de genotipo 1b (Morales, 1998), en los sitios compatibles de

dicho plasmidio digerido Xbal/EcoRV (Duenas-Carrera y cols. 2002).
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El plasmidio pIDKCo es un derivado del plasmidio pAEC-K6 que tiene insertado el
fragmento codificante para los aa 1-176 (Cépsida) de la poliproteina viral del aislamiento
cubano del VHC de genotipo 1b (Morales, 1998), en los sitios compatibles de dicho plasmidio
digerido Xbal/EcoRV (Duenas-Carrera y cols. 2002).

El plasmidio pFP67xgpt (Vazquez-Blomquist y cols. 2002), contiene la secuencia de los ORF
(del inglés, “Open reading frames™) 6 y 7 del fragmento BamHI de 11,2 kb del genoma de
VVA. Estas secuencias permiten la recombinaciéon homdloga entre el plasmidio pFP67xgpt y
el genoma del VVA. En el plasmidio pFP67xgpt, las secuencias correspondientes a los ORF 6
y 7 flanquean el promotor sintético temprano/tardio (pE/L) y el gen codificante para la
enzima Xantina guanina fosforribosil transferasa (Xgpt) bajo el control del promotor p7.5K
del VV. El plasmidio pFP67xgpt posee ademds un gen que confiere resistencia a ampicillina y
un origen de replicacion para su amplificacion en bacterias.

El plasmidio pHLZ posee regiones del gen de la hemaglutinina del VV, que permiten la
recombinacion homoéloga del plasmidio con el genoma de este virus. El plasmidio pHLZ
incluye ademas el gen codificante para la enzima B-galactosidasa que permite la seleccion de
los virus recombinantes en medio con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
tiogalactopirandsido).El plasmidio pHLZ también posee un gen que confiere resistencia a
ampicillina y un origen de replicacion para su amplificacion en bacterias (Vazquez y cols.

1999).

3.5 Cepas de bacterias y células de organismos superiores

empleadas
Se utilizo6 la cepa de E. coli DH10B: [F’, mcr A, A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80, lacZ A M15,

AlacX74, deoR, recAl, araD39, A(ara-leu)7697, galK, galU, rpsL, endAl, nupG] (Sheng y
cols. 1995) para los estudios de clonacion en bacterias.

Las células P815 (ECACC/ACC1) son una linea de mastocitoma murino H-2d (Ralph y cols.
1974).

Las células BSC40 se derivadas de la linea BSC-1 (ATCC CCL-26). Son obtenidas a partir de

células de rifion de mono (Brockman y cols. 1974).

3.6 Obtencion de cultivos primarios de fibroblastos de embriones
de pollo

Se emplearon huevos fértiles con 9-11 dias de incubacion y se siguid el método de

desagregacion celular con tripsina (Silim y cols. 1981).
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3.7 Medios de cultivo para células de organismos superiores
DMEM (del inglés, “Dulbbeco’s Modified Eagle Medium”): de la casa comercial Gibco BRL,

NY, EEUU; suplementado con glutamina 2 mM (Gibco BRL, NY, EEUU), piruvato de sodio
I mM (Gibco BRL, NY, EEUU), estreptomicina 100 pg/mL (Sigma, St Louis, EE.UU),
penicilina 100 U/mL (Sigma, St Louis, EE.UU).

DMEM 2%: DMEM conteniendo ademas 2% (v/v) de suero fetal bovino (SFB).

DMEM sdlido: Se prepara mezclando iguales cantidades de DMEM doblemente concentrado
al 4% (v/v) de SFB y una solucion al 2% (p/v) de agarosa de bajo punto de fusion.
DMEM-MXH: DMEM 2% conteniendo ademdas acido micofenolico 25 pg/mL (Sigma, St
Louis, EE.UU), xantina 250 pg/mL (Sigma, St Louis, EE.UU), hipoxantina 15 pg/mL
(Sigma, St Louis, EE.UU).

DMEM-MXH so6lido: DMEM sélido conteniendo ademas acido micofenolico 25 pg/mL,
xantina 250 pg/mL, hipoxantina 15 pg/mL.

RPMI (del inglés, “Roswell Park Memorial Institute Medium 1640): de la casa comercial
Boheringer Manheim, Alemania, suplementado igual que el DMEM.

RPMI 7%: RPMI conteniendo ademas 7% (v/v) de SFB.

RPMI 10%: RPMI conteniendo ademas 10% (v/v) de SFB.

3.8 Anticuerpo monoclonal y sueros policlonales
En los ensayos de Western blotting se empled el anticuerpo monoclonal (AcM) HepC-1

(CIGB, Sancti Spiritus) (Falcon y cols. 1999) que reconoce la region comprendida entre los aa
5-35 de la proteina de la capsida del VHC y un suero policlonal contra la proteina E2 del
VHC obtenido en conejos (Martinez-Donato y cols. 2000). Ademas, se emple6 una mezcla de
sueros anti-VHC positivos (UMELISA, Centro de Inmunoensayo) de 10 individuos
infectados cronicamente, provenientes de la seroteca del Departamento Hepatitis C del CIGB.
También se emplearon sueros humanos anti-VHC negativos de 3 individuos sanos obtenidos

de la referida seroteca.

3.9 Virus
Se empled la cepa salvaje de VV Western Reserve (WR) (Bronson y cols. 1941).

Se emple6 la cepa FP9 de VVA, que se obtuvo a partir de la cepa HP-438. Brevemente, la
cepa HP-438, derivada de la cepa patogénica HP-1, fue atenuada por seis pases en

fibroblastos de embriones de pollo (FEP), dos en membrana corioalantoidea y 438 pases en
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FEP (Mayr y cols. 1966). Una placa viral derivada de HP-438 y purificada tres veces fue
pasada otras seis veces para constituir el stock viral de FP9 (Mockett y cols. 1992).
3.10 Procesamiento de los sueros

3.10.1 Adsorcion de anticuerpos anti-FP9 de sueros humanos

Los sueros humanos que fueron empleados en experimentos de Western blotting, podian
contener anticuerpos que reconocieran epitopos presentes en FEP infectados con FP9. Con el
objetivo de eliminar dichos anticuerpos se sigui6 el procedimiento descrito a continuacion. Se
tomaron FEP previamente infectados con el virus FP9, los cuales fueron resuspendidos en 1
mL de H,O. Esta preparacion se subdividio en tres partes iguales. La primera de estas
fracciones se centrifugd a 1000 xg durante 10 min y luego se desecho el sobrenadante. Al
precipitado obtenido se le afiadieron 500 pL de solucién salina tamponada de fosfato (SSTF)
(NaCl 0,1 M, KCI1 2 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO,4 1 mM, pH 7,2)-Tween 20 al 0,05% (v/v)
(SSTF-T). La segunda fraccion fue tratada bajo las mismas condiciones que la primera
fraccion hasta la resuspension del precipitado en 500 uL de SSTF-T. A partir de ese punto, se
procedié a sonicar el material cinco veces a 40 amplitudes en un sonicador de copa (Cole
Palmer, EE.UU), con 1 min de incubacién en hielo entre un ciclo y otro. A la tercera fraccion
se le afiadieron 170 uL de H,O y se calentd 10 min a 95°C. Posteriormente, se mezclaron 500
pL de cada fraccion procesada y se adiciond todo el volumen a 1 mL de la mezcla de sueros
humanos anti-VHC positivos o anti-VHC negativos y se completo a 10 mL con leche
descremada (Oxoid, Cambridge, Reino Unido) al 2% (p/v) en SSTF. Esta mezcla se incubd 1
h a 37°C, luego 2 h a 25-28 °C, y finalmente 12 h a 4°C. A continuacion, se centrifug6 a 1000

xg durante 15 min, y se desecho el precipitado formado.

3.10.2 Obtencién de sueros de ratébn v monos

En las semanas indicadas se extrajeron 200 uL de sangre a cada raton. Este volumen se
incubo 1 hora a 37°C y luego 1 hora a 4°C. A continuacion, se centrifugd 15 min a 8600 xg.
El suero se colectd y conservo a —20°C hasta su andlisis.

En el estudio en monos se extrajo 1 mL de sangre a cada animal y para la obtencion del suero

se procedio como se describe en el parrafo anterior.
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3.11 Métodos de Biologia Molecular

3.11.1 Técnicas generales de Biologia Molecular

La determinacion de concentracion de ADN, la digestion de ADN con enzimas de restriccion,
la electroforesis de ADN en geles de agarosa, la recuperacion y purificacion de ADN
fraccionado de geles de agarosa de bajo punto de fusidon, asi como el ligamiento de
fragmentos de ADN con el uso de la ADN ligasa del bacteriofago T4, la preparacion de
células competentes y la transformacion de bacterias, se realizaron basicamente de acuerdo a
los procedimientos descritos por Sambrook y cols (Sambrook y cols, 1989), y segun las

recomendaciones de los fabricantes de las diferentes enzimas.

3.11.2 Purificacion de plasmidio

La purificacion de ADN plasmidico de E. coli, a escala masiva fue desarrollada esencialmente
segun el protocolo descrito por Sambrook y cols (Sambrook y cols., 1989). En particular, el
ADN plasmidico empleado en la inmunizaciéon de los animales se purific6 por una
modificacion del método descrita por Horn y colaboradores (Horn y cols. 1995). Antes de ser
administrados a los animales, los plasmidios se analizaron por digestion enzimatica para

comprobar su identidad.

3.11.3 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN se realiz6 esencialmente segin el método de Sanger (Sanger y cols.

1977) en un secuenciador automatico ALF express II (Amersham Pharmacia Biotech),

™ CyTM

mediante el juego de reactivos ThermoSequenase 5 Dye terminator™" (Amersham

Pharmacia Biotech).

3.12 Obtencion de virus de viruela aviar y virus vaccinia
recombinantes para antigenos del virus de la hepatitis C

3.12.1 Transfeccion usando lipofectamina

Se sembraron placas de 60 mm de diametro (P60) (Costar, NY, EE.UU) con FEP para ser

infectados con VVA y con células BSC40 para infectarse con VV. La infeccion se realizo a 1
y 0,05 unidades formadoras de placas/célula (multiplicidad de infeccion: MOI),
respectivamente, y se incubaron a 37°C en atmoésfera de 5% de CO, por 2 h en DMEM
suplementado. Se les retird el medio y se les adicionaron 5 mL de DMEM 2% y se incubaron
por otras 2 h. Se diluyeron por separado 10 pg del plasmidio y 20 pL de lipofectamina

(Invitrogen, Nueva Zelandia) en 100 pL. de medio DMEM suplementado. Estas soluciones se
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dejaron en reposo a 28°C por 30 min. Se combinaron las soluciones y se incubaron a 28°C por
10-15 min. Las monocapas infectadas se lavaron dos veces con 3 mL de DMEM
suplementado. A los tubos que contenian la mezcla lipofectamina-ADN se le adicionaron 3
mL de DMEM 2% y se aplic6 su contenido sobre las células lavadas previamente. Las células
se incubaron durante 16 h a 37°C, 5% de CO,. A los FEP se les retird el medio y se reemplazé
por 5 mL. de DMEM-MXH, incubandose por 4 dias, mientras que las placas con VV se
incubaron 2 dias con 5 mL de DMEM 2%. Al término de la incubacion, a las placas con VV
se les retir6 el medio y se guardaron a -70°C, mientras que las placas infectadas con VVA se
guardaron directamente a -70°C.

Para ambos virus, las placas infectadas se congelaron y descongelaron tres veces. Luego, las
muestras se sonicaron a 40 amplitudes en un sonicador de copa (Cole Palmer, EE.UU), se

centrifugaron a 1000 xg y se recuper? el sobrenadante.

3.12.2 Pases de seleccion de los recombinantes

Para obtener VVA recombinantes, se hicieron diluciones 10'1, 10'2, 10'3, 10 y 107 del
producto de la transfeccion en DMEM, y se infectaron FEP crecidas en placas P-60. Estas
placas se incubaron durante 2 h a 37°C en atmoésfera de CO; al 5%. Después de este paso, se
retird el inoculo y se anadi6 DMEM so6lido con seleccion MXH vy sin ella. Se escogieron
placas virales de la mayor dilucidon con medio selectivo y se utilizaron para las rondas de
seleccion; de las cuales se realizaron tres, en DMEM-MXH sélido. Con el producto del Gltimo
pase de seleccion se infectod un frasco de 25 cm?, a 0,01 MOI, en el cual se amplifico el virus
para usarlo en los pasos subsiguientes del trabajo.

Para obtener los recombinantes de VV se hicieron diluciones 10'1, 10'2, 107, 10 y 107 del
producto de la transfeccion, con las que se infectaron monocapas confluentes de BSC40 y se
incubaron con DMEM 2% so6lido. A los 2 dias se afiadi6 DMEM 2% so6lido con X-gal 0,33
mg/mL, incubandose por 24 h. Se tomaron placas azules de la mayor diluciéon donde
aparecieron placas de este tipo.

Para los pasos de seleccion se repitieron estos procedimientos empleando diluciones 107, 107
, 107 del producto viral de las placas de infeccién. Cuando se obtuvo un 100% de placas

. . . 2 ., . .
azules, se amplifico el virus en un frasco de 25 cm”, obteniéndose el banco primario.
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3.12.3 Titulacion de virus vaccinia v virus de viruela aviar

La titulacion viral se realizé empleando FEP para los VVA y BSC40 para los VV. Se hicieron
diluciones desde 10" hasta 10° de las muestras virales en DMEM suplementado y se
infectaron FEP o BSC40, crecidos en placas P60 (Costar, NY, EE.UU), con 1 mL de estas
diluciones. Se dejo adsorber el medio con virus 1 hora a 37 °C en atmosfera de CO, al 5%. A
continuacion se retird ese medio y se anadi6 DMEM 2% en el caso de los VV y DMEM
solido en el caso de VVA. Las placas se incubaron 2 dias en el caso de los VV y 4 dias para
los VVA, a 37 °C en atmdsfera de CO; al 5%. Seguidamente se retird el medio de las placas
infectadas con V'V, dichas placas se tifieron con violeta cristal al 1% (p/v) en metanol por 10
min. Luego se lavaron las placas con agua corriente y se dejaron secar. Por ultimo se contaron
las placas de infeccidn, el titulo se expresé como el logaritmo,o de las unidades formadoras de
placa (ufp)/mL.

Al cuarto dia de incubacion, a las placas infectadas con VVA se le afadieron 2,5 mL de
DMEM solido conteniendo rojo neutro 0,5 mg/mL (Sigma, St. Louis, EE.UU), se incubaron
24 h y se procedié a contar las placas de infeccion. El titulo viral se expres6 como el

logaritmo; de las ufp/mL.

3.13 Obtencion de muestras para la reaccion en cadena de la

polimerasa
Se inocularon FEP, sembrados en placas P60, con VVA proveniente del banco primario a

0,01 MOI y se incubaron durante 4 dias. La monocapa se lavo dos veces con SSTF, se
desprendio y se centrifugé a 1000 xg durante 10 min. El precipitado se resuspendié en 200 puL
de tampon de extraccion (NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5% (p/v), B-mercaptoetanol
2% (v/v), Tris HCl 10 mM, pH 8), con proteinasa K 1,25 mg/mL y se incub6 2 h a 55°C.
Luego se adicionaron 800 pL de agua y se tomaron 500 puL de la mezcla para continuar el
procedimiento. Se adicionaron 500 pL de fenol-cloroformo y se centrifugd a 10000 xg 5 min.
Luego se afiadieron 500 pL de éter y se centrifugd a 10000 xg por 5 min. E1 ADN se precipitd
con 1/10 del volumen de NaAc 3M, pH 4,8 y dos volimenes de etanol absoluto. Esta mezcla
se incubo por 16 horas a —20°C. Posteriormente se centrifugé a 10000 xg por 15min. El
precipitado se lavé con 500 pL de etanol al 70%. Posteriormente, se centrifugd a 10000 xg

por 15 min. Finalmente, el precipitado se resuspendi6 en 20 uL de agua estéril.
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3.14 Reaccion en cadena de la polimerasa
Para comprobar la obtencidon del VVA recombinante, se realizé una RCP (Saiki y cols. 1988)

donde se usaron los oligonucledtidos 3333 y 6418. Para la reaccion se utilizaron 25 pmol de
cada oligonucleotido, MgCl, 2 mM, dNTPs 250 uM, 5 unidades de Taq polimerasa 'y 5 pL de
ADN muestra, todo en un volumen final de 200 pL de tampon KC1 50 mM, Triton X-100 1%
(v/v), TrisHC1 10 mM, pH 9. Como control positivo se usaron 13 ng del plasmidio que se uso
en la transfeccion. La RCP se realizd6 en un programador automatico de temperaturas
(MiniCycler, MJ Research Inc, EE.UU), usando el siguiente programa:

1- 3 min de desnaturalizacion a 95°C

2- 1 min de desnaturalizacion a 95°C

3- 1 min de hibridacion a 56°C

4- 1 min de extension a 72°C

5- Ir 25 veces a 2

6- 2 min de extension a 72°C

3.15 Purificacion de los virus para su uso en esquemas de
1INmunizacion

Para el caso de los VVA se infectaron monocapas confluentes de FEP a 0,01 MOI, sembradas
en frascos de cultivo de 162 cm?® (Costar, NY, EE.UU) en DMEM 2% y se incubaron durante
4 dias. A continuacion, el material se centrifugd a 1000 xg, durante 10 min. El precipitado se
desecho y el sobrenadante se centrifugd durante 80 min a 35900 xg a 4°C. El precipitado se
resuspendié en SSTF y se conservo a -70°C hasta su empleo.

Para purificar VV se procedid de manera similar con los cambios que se describen a
continuacion. Se infectaron células BSC40 durante 2 dias, luego se les retir6 el medio dejando
0,04 mL de medio/cm’ y se aplicaron 3 pases de congelacion/descongelacion. Posteriormente,
el material obtenido fue sonicado en dos ocasiones, a 40 amplitudes en un sonicador de copa
(Cole Palmer, EE.UU). La segunda centrifugacion se realizé durante 1 h a 19700 xg. El

precipitado fue resuspendido en Na,HPO4 1 mM, y conservado a -70°C hasta su empleo.

3.16 Replicacion in vitro de los virus vaccinia recombinantes
Para analizar la replicacion de los VV recombinantes se infectaron monocapas confluentes de

BSC40 con 0,01 MOI de cada uno de los recombinantes y del virus parental WR. Las
muestras de células y del sobrenadante se tomaron por separado, en diferentes intervalos de

tiempo. Las muestras de células se sometieron a tres ciclos de congelacion y descongelacion.
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Todas las muestras se sonicaron en dos ocasiones, a 40 amplitudes en un sonicador de copa
(Cole Palmer, EE.UU) y el titulo viral se determin6 por infeccion sobre monocapas de BSC40

como se explica en el acapite 3. 12. 3.

3.17 Modelos Animales

Se adquirieron embriones de pollo de 9 a 11 dias de incubacién y libres de patdogenos del
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana,
Cuba, o de Lohmann Tierzucht GMBH, Alemania.

Para los experimentos con ratones se emplearon animales BALB/c hembras, de 6 a 8§
semanas, suministrados por el CENPALAB (La Habana, Cuba). Los estudios con ratones se
llevaron a cabo en el Bioterio del CIGB, manteniendo 5 animales por caja con alimentacioén y
agua ad libitum, siguiendo las Buenas Précticas Pre-Clinicas.

Para el experimento en monos se emplearon un total de seis animales de la especie
Cercophitecus aethiops sabaeus, machos, con peso corporal entre 3y 7 Kg, y entre 4 y 7 afos
de edad.

El estudio de inmunogenicidad en monos se realiz6 en el local de experimentacion del area
convencional de primates no humanos del Bioterio del CIGB. Previo al inicio del
experimento, los monos se adaptaron por un mes a las condiciones del area. Posteriormente,
los animales se trasladaron al Laboratorio BL-2 destinado a los ensayos con microorganismos
de riesgo tipo 2 del propio Bioterio, donde tuvo lugar el reto viral.

En ambas instalaciones los primates se mantuvieron en moédulos individuales. Se les
suministro alimento concentrado formula EMO 1600, a razén de 300 g por animal, procedente
del CENPALAB, frutas frescas y agua a libre demanda. Los animales se mantuvieron en
condiciones ambientales controladas (temperatura y humedad relativa), siempre bajo el
cumplimiento de las Buenas Précticas Preclinicas.

Los esquemas en ratones se realizaron por duplicado y el estudio en monos se realizé una vez.

3.17.1 Reto con virus vaccinia

Para los estudios de reto en ratones se inocularon cinco animales de cada grupo con 10° ufp
por raton de los VV recombinantes o WR, por inyeccion intraperitoneal (i.p). El reto se aplico
en un volumen final de 200 pL en SSTF. Los animales se sacrificaron 5 dias después del reto,

y se les extrajeron los ovarios.
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En el estudio en monos verdes africanos se empled el VV recombinante para la region
estructural del VHC y la dosis fue 10’ufp/mono. El virus se diluyé en 1 mL de SSTF y la
inoculacion viral se realizd por inyeccion subcutanea en la region de la espalda. Se realizaron
extracciones de 1 mL de sangre por animal 2, 5, 7 y 14 dias después de la aplicacion del reto.

Se empled EDTA 1 mg/mL como anti-coagulante.

3.17.2 Estudios en ratones

3.17.2.1 Replicacion in vivo de los virus vaccinia recombinantes para antigenos del virus
de la hepatitis C
La replicacion in vivo de los VV recombinantes obtenidos se evalué mediante la inyeccion i.p

de una dosis de 10° ufp del virus correspondiente en 200 uL de SSTF. Se inocularon grupos
de 5 ratones con cada uno de los VV recombinantes o con el VV parental, WR. Cinco dias
después de la inoculacion, los animales se sacrificaron para determinar el titulo viral en
ovarios. El efecto de altas dosis virales se evalu6 en otro esquema mediante la administracion
i.pde 5x107, 8x107 0 1x10® ufp (200 uL) del VV recombinante para la proteina de la capsida
del VHC, en SSTF. Ademas un cuarto grupo recibidé 1x10° ufp del VV parental, WR. Los
grupos estuvieron conformados por 12 animales. El seguimiento de los animales se extendio

por 15 dias y al finalizar los animales fueron sacrificados.

3.17.2.2 Uso de los virus vaccinia recombinantes para antigenos del virus de la hepatitis
C en modelos de reto en ratones
El primer esquema incluyd 4 grupos, con 25 animales por grupo. A los ratones de los grupos

1 y 2 se les administro 50 pg de los plasmidios pAEC-K6 y pIDKE2, respectivamente. Los
animales del grupo 3 se inmunizaron con 5 pg de la proteina Co.120. El grupo 4 se inmuniz6
con 50 pg del plasmidio pIDKE2 mezclado con 5 pg de la proteina Co.120. Se administraron
5 dosis del inmundgeno en las semanas 0, 3, 7, 12 y 16. Se realizaron extracciones de sangre
en las semanas 0, 5, 8 y 14 del esquema. El inmunégeno fue administrado en un volumen
final de 100 pL en SSTF. La mezcla del plasmidio y la proteina se realizd inmediatamente
antes de la inmunizacién. Todos los animales se inmunizaron por inyeccion i.m en el
cuadriceps. Se retaron 5 animales por grupo, 1 y 3 semanas después de la tercera y quinta
inmunizaciones, con el VV recombinante para la proteina de la capsida del VHC. El reto se
realiz6 de acuerdo a lo descrito en el acapite 3.17.1.

En el segundo esquema de inmunizacién se utilizaron 2 grupos de 5 ratones cada uno. El

grupo 1 fue inmunizado con la mezcla pIDKE2+Co.120 (50 ug de pIDKE2+5 pg de Co.120)
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en SSTF, y el grupo 2 fue inmunizado con 50 pg del plasmidio control negativo pAEC-K6.
Los animales recibieron inmunizaciones en las semanas 0, 2, 4, 6 y 12. Las inmunizaciones se
realizaron por inyeccion i.m. Dos semanas después de la tltima inmunizaciéon 5 animales de
cada grupo se retaron con el VV recombinante para la region estructural del VHC, segun lo
descrito en el acépite 3.17.1.

3.17.2.3 Inmunogenicidad del virus de viruela aviar recombinante para antigenos de la
regidn estructural del virus de la hepatitis C en ratones
El esquema cont6 con dos grupos de 15 animales cada uno, que se inmunizaron con 2,5x 10’

ufp/raton del VVA parental FP9 o del VVA recombinante para Ags estructurales del VHC,
respectivamente, en 200 pL. de SSTF. Los ratones recibieron las dosis en las semanas 0 y 3
siempre por inyeccion i.p. En la semana 5 se retaron cinco ratones de cada grupo con el VV
recombinante para Ags de la region estructural del VHC y cinco con el VV parental, WR. En
esta misma semana, 5 ratones de cada grupo, que no fueron retados, fueron sacrificados y se
extrajeron los bazos para realizar ensayos de ELISPOT (del inglés, “Enzyme-linked-
immunospots”) como se describira posteriormente.

3.17.2.4 Estrategias de sensibilizacion/recuerdo empleando el virus de viruela aviar
recombinante para antigenos de la region estructural del virus de la hepatitis C
El estudio cont6 con 6 grupos de 12 ratones cada uno. Los grupos 1 y 2 se inmunizaron con

los VVA parental y recombinante, respectivamente, en las semanas 0 y 3. El grupo 3 recibi6
el VVA recombinante en las semanas 0 y 3, y una mezcla de pIDKE2+Co.120 en las semanas
6 y 9. El grupo 4 fue inmunizado con la mezcla anterior en las semanas 0 y 3 y con el VVA
recombinante en las semanas 9 y 12. Los grupos 5 y 6 recibieron la mezcla pIDKE2+Co.120
y el plasmidio pAEC-K6, respectivamente, en la semanas 0, 3, 7 y 12 del esquema. Los
poxvirus se inocularon por inyeccion i.p, en un volumen de 200 pL con una dosis de 2,5x10’
ufp/raton. Los plasmidios y la proteina se inocularon por inyeccion i.m en 100 pL, a
concentraciones de 0,5 ug/uL y 0,05 pg/uL, respectivamente. Todos los inmundgenos se
prepararon en SSTF.

Las extracciones de sangre se realizaron en las semanas 5 y 14 para evaluar los titulos de Acs
especificos. En la semana 14 se efectud el reto con el VV recombinante para la region

estructural del VHC a cinco animales de cada grupo.
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3.17.3 Evaluacion de la inmunogenicidad del virus de viruela aviar
recombinante para antigenos de la region estructural del virus de la
hepatitis C en monos verdes

El esquema contd con seis animales distribuidos en dos grupos. Los primates incluidos en
estos grupos recibieron 3 inmunizaciones con el VVA recombinante (n=4) y el virus parental
FP9 (n=2), respectivamente, las cuales se realizaron en los meses 0, 3 y 4. Se realiz6 el pesaje
de los animales los dias correspondientes a las extracciones de sangre e inoculaciones, asi
como inspeccidn clinica diaria dos veces al dia, incluidos los dias en que se realizaba
extraccion de sangre e inoculacion. Para realizar la extraccion de sangre e inoculacion se
sedaron los animales con clorhidrato de ketamina (Laboratorios LIORAD, La Habana, Cuba),
10 mg/Kg de peso corporal por inyeccion i.m. Los VVA se diluyeron en SSTF, en todos los
casos el volumen de inéculo fue de 1 mL y las dosis fueron de 10® ufp/mono. Los monos
recibieron las dosis siempre por la inyeccion i.m. Las extracciones de sangre se realizaron en
las semanas: 0, 12, 16 y 18 del esquema de inmunizacion, para evaluar los titulos de Acs
especificos. En la tltima extraccion de sangre se aislaron linfocitos de sangre periférica como
se describe en el acapite 3.18.6 para evaluar la respuesta linfoproliferativa.

El dia 14 posterior a la Gltima inmunizacion se procedi6 al reto de los animales con el VV
recombinante para Ags de la region estructural del VHC, como se describid en el acépite

3.17.1.
3.18 Métodos Analiticos

3.18.1 Expresion de proteinas recombinantes en células infectadas con virus
vaccinia o virus de viruela aviar

Para analizar la expresion de proteinas en células infectadas con VV se utilizaron monocapas
confluentes de BSC40, cultivadas en placas P60, que se infectaron a MOI=1. Como control
negativo se utilizaron células infectadas con la cepa parental WR. Se detuvo el proceso
retirando la monocapa y resuspendiéndola en tampén desnaturalizante (EDTA 1 mM, SDS
1% (p/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 20% (v/v), Tris-HCl 10 mM, pH 8,0) a
diferentes horas: 21, 24, 45 y 48, para el VV recombinante para la region estructural del VHC;
24 y 48 h para el VV recombinante para la proteina de la capsida del VHC, y a las 48 horas
para el VV parental, WR. Para el caso del VV recombinante para la proteina de la capsida del
VHC, algunas muestras se trataron, previo a la resuspension en tampon desnaturalizante, con

un tampon de lisis (Triton X-100 0,5%, NaCl 100 mM, Fenilmetil-sulfonil fluoruro 0,2 mM,
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Tris-HC1 20 mM, pH 8,0), se incubaron en hielo por 10 min y luego se centrifugaron a 1000
xg durante 10 min. El sobrenadante y el precipitado resultantes se resuspendieron de forma
independiente en tampon desnaturalizante. Las muestras se usaron en los experimentos de
electroforesis de proteinas y Western blotting.

Para analizar la expresion de proteinas en células infectadas con VVA se infectaron
monocapas de FEP con el virus parental FP9 o el virus recombinante para Ags de la region
estructural del VHC. Se procedido como explica el parrafo anterior, pero las muestras se
tomaron a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores a la infeccion.

3.18.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

Se desarroll6 esencialmente segun lo descrito previamente por Laemmli (Laemmli, 1970). Las
muestras se prepararon en condiciones de reduccion y desnaturalizacién, mediante
calentamiento a 100°C durante 10 min en el tampon desnaturalizante (EDTA 1 mM, SDS 1%
(p/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 20% (v/v), Tris-HCl 10 mM, pH 8,0). El gel de
poliacrilamida se prepar6 al 12,5 % o al 15%.

3.18.3 Inmunodeteccion por Western blotting de proteinas expresadas a
partir de virus vaccinia recombinantes

Después de la electroforesis de proteinas, éstas se transfirieron del gel de poliacrilamida a
membranas de nitrocelulosa de 0,45 um (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido), segun lo
descrito por Towbin y Gordon (Towbin, 1981), en una solucion tampoén (glicina 150 mM,
metanol 20% (v/v), Tris-HCI 20 mM, pH 8§,3). Las membranas se bloquearon con leche
descremada al 5% (p/v) en SSTF (NaCl 0,1 M, KCI 2 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 1 mM,
pH 7.2) con Tween 0,05% (p/v) (SSTFT), durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados
con SSTF, las membranas se incubaron durante 1 h a 37°C con el AcM HepC-1 o un suero
policlonal contra la proteina E2.680, ambos referidos en el acépite 3.8, diluidos 1:1000 en
leche descremada 5% (p/v) en SSTF-T. Posteriormente, se incubaron con Acs policlonales
anti-IgG de raton, o anti-Igs de conejo, obtenidos en carnero, conjugados a peroxidasa,
diluidos 1:3000 (Sigma, St.Louis, EE.UU) durante 1 h a 37°C. La reaccién inmunologica se
reveld utilizando Amino Etil Carbazol (AEC) (Sigma, St Louis, EE.UU) en NaAc 3 M, pH
5,2 como cromégeno, o por el método ECL™ (Amersham Pharmacia, Reino Unido). La

reaccion se detuvo lavando las membranas con agua destilada. Como controles positivos de

49



Poxvirus recombinantes para antigenos del VHC

inmunodeteccion se emplearon las proteinas Co.120 y E2.680, reconocidas por el AcM HepC-
1 y el suero policlonal de conejo anti-E2.680, respectivamente.
3.18.4 Inmunodeteccion por Western blotting de proteinas expresadas a

partir del virus de viruela aviar recombinante para antigenos estructurales
del virus de la hepatitis C

Se realizo siguiendo los pasos descritos en el acapite 3.18.3 con las modificaciones siguientes.
Los lavados se realizaron con SSTF mas Tween 20 al 0,1% (p/v). Para la inmunodeteccion las
membranas se incubaron con las mezclas de los sueros humanos anti-VHC positivos o anti-
VHC negativos, descritas en el acdpite 3.10.1, durante 12 h a 4°C. Posteriormente, las
membranas de nitrocelulosa se incubaron con un anticuerpo policlonal anti-IgG humano
obtenido en carnero conjugado a peroxidasa, diluido 1:3000 (Sigma, St.Louis, EE.UU),
durante 2 h a 28°C.

3.18.5 Ensayo inmunoenzimatico en fase soélida contra las proteinas
recombinantes de la region estructural del virus de la hepatitis C

Se recubrieron placas de 96 pocillos (Costar, NY, EE.UU) con 100 uL de las proteinas
Co.120, E1.340 y E2C, todas a 5 pg/mL, diluidas en tampon de recubrimiento (tampdén
carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9,6) incubandose 16 h a 4°C. Entre pasos se lavo tres veces
con 200 uL por pocillo de SSTF-T. Los pocillos se incubaron siempre con 100 uL de las
soluciones que se describen. La placa se bloque6 con leche al 2% (p/v) en SSTF-T durante 30
min a 37°C. El paso siguiente fue la incubacion con los sueros de raton diluidos en leche
descremada al 2% (p/v) en SSTF-T durante 1 hora a 37°C. Después se incub6 por 1 hora a
37°C con un anticuerpo policlonal anti-IgG de raton obtenido en carnero, conjugado a
peroxidasa (Sigma, St Louis, EEUU), diluido 1: 20000 en SSTF-T. Para revelar la reaccion,
se incubd por 5 min con o-fenilendiamina (Sigma, St Louis, EE.UU) al 0,05% (p/v) en
tampon citrato de sodio 0,1 M, pH 5,2, con 0,05% (v/v) de peroxido de hidrogeno. Se detuvo
la reaccion con 50 pL de H,SO4 3 M. La absorbancia a 492 nm (A492nm) s€ midi6 en un lector
de placas (Sensldent Scan, Merck, Darmstadt, Alemania). Para analizar la seroconversion, la
dilucion de suero empleada fue de 1:50. Los ratones que seroconvirtieron frente a un Ag dado
fueron aquellos cuyo suero diluido 1:50 rindié una reactividad, determinada como la A49znm,

contra la proteina recombinante que superd dos veces el valor promedio de la Ag9onm del
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grupo control negativo en iguales condiciones. Para titular se hicieron diluciones 1: 2
sucesivas del suero a partir de 1:50.

Para la determinacion de anticuerpos generados en monos frente a las proteinas de la region
estructural del VHC se siguieron los pasos descritos anteriormente, con las modificaciones
que se sefalan a continuacion. Las proteinas Co.120 y E1.340 se utilizaron a 10 pg/mL. La
solucion de lavado fue SSTF con Tween 20 al 0,1% (v/v) (SSTF-T 0,1%). El bloqueo de la
placa se realizo durante 2 h y la incubacion con los sueros de monos se realizé durante 12 h a
4°C. Se utilizé un anticuerpo policlonal anti-IgG humana, obtenido en carnero, conjugado a
fosfatasa alcalina (Sigma, St Louis, EE.UU), diluido 1:20000. Para revelar la reaccion, se
incubaron los pozos durante 5 min con 100 puL de una solucion de p-nitrofenil fosfato 1
mg/mL, MgCl, 0,2 mg/mL, dietanolamina 9,7% (v/v), pH 9,8. Se midi6 la Absorbancia a 405
nm en un lector de placas (Sensldent Scan, Merck, Darmstadt, Alemania).

3.18.6 Obtencion de células de bazo de ratones y células mononucleares de
sangre periférica de monos

Para la preparacion de suspensiones de células mononucleares de sangre periférica de los
monos verdes se extrajeron 15 mL de sangre a los monos incluidos en el ensayo. La sangre se
diluy6 con un volumen de SSTF y se procedi6 a depositarla lentamente sobre Ficoll (Sigma,
St. Louis, EE.UU), a una proporcion sangre diluida/Ficoll de 5/3 (v/v). A continuacion se
centrifugd a 860 xg durante 45 min a temperatura ambiente. Seguidamente se extrajo el anillo
de células blancas y se depositd en tubos de centrifuga. Posteriormente, las células se
resuspendieron con 10 mL de RPMI 10%, se centrifugd la suspension celular a 370 xg
durante 10 min, a temperatura ambiente, y se decanto el sobrenadante. Este procedimiento se
repitio otras dos veces. Finalmente se resuspendieron las células con 10 mL de RPMI 10%
para su posterior uso.

Para obtener células de bazo de ratones, los animales se sacrificaron mediante dislocacion
cervical. Las células de bazo se lavaron una vez con RPMI 10%, y posteriormente se procedio
a la ruptura de los eritrocitos con NH4Cl 0,83% (p/v). A continuacion se lavaron tres veces y

se suspendieron en RPMI 10%.

3.18.7 Ensavo de proliferacion linfocitaria

La respuesta linfoproliferativa se determind segin lo descrito por de Felice y colaboradores

(De Felice y cols. 1987). El ensayo de proliferacion fue desarrollado en triplicado, partiendo
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de células mononucleares de sangre periférica de monos verdes o células de bazo de ratones
obtenidas como se describe en el acapite 3.18.6. Un total de 2x10° células/pocillo se
cultivaron en 200 pL. de RPMI 10%, en placas de fondo en U de 96 pocillos (Costar, NY;
EE.UU). Las células se estimularon con las proteinas Co.120, E1.340, E2C y E2.680 a 1
pg/mL; como control positivo de estimulacion celular se emple6 una mezcla de
Concanavalina A 5 pg/mL y fitohemaglutinina 1% (v/v), mientras que el RPMI 10% fue
empleado como control del crecimiento celular basal. Las células se incubaron a 37°C en
atmosfera humeda de 5% de CO; por 96 horas. Se aplicd [H?]-timidina 1 pCi/pocillo durante
las ultimas 16-18 horas de cultivo. Finalmente, se determind la incorporaciéon de
radioactividad utilizando un contador de emisiones Beta (Rack-Beta counter, LKB, Wallac,
Suecia). Los datos son expresados como el indice de estimulacion (IE), que se define como la
relacion entre el promedio de los conteos por minuto (cpm) obtenidos con la estimulacion y
los obtenidos con el medio RPMI 10%. Se considerd una respuesta linfoproliferativa positiva

para los valores del IE iguales o superiores a 3.

3.18.8 Ensavo de ELISPOT de IFN-y

Las células efectoras de bazo de ratoén se utilizaron en el ensayo sin re-estimulacion, y se

hicieron diferentes diluciones en RPMI 10% e IL-2 (10 U/mL) antes de incubarlas con las
células presentadoras.

Las células presentadoras P815 se prepararon mediante infeccion con el VV recombinante
para la proteina de la capsida del VHC, o el VV WR, a 5 ufp por célula. Las células P815
infectadas con el VV WR se emplearon como controles negativos. Las células presentadoras
se incubaron 1 h a 37°C, luego se lavaron dos veces con medio RPMI 7% vy se les afiadid
mitomicina C (30 pg/mL). Posteriormente, se incubaron durante 15 min a 37°C y 5% de CO,
y se adicion6 RPMI 7%, y se centrifugd a 370 xg durante 6 min. Se repitio el lavado y las
células se resuspendieron a 10° células/mL en RPMI 10% con IL-2 (10 U/mL).

Se recubrieron placas MultiScreen-HA de 96 pocillos (Millipore, Molsheim, Francia) con un
Ac anti-IFN-y murino purificado, producido en rata a partir del clon R46A2 (Pharmingen,
California, EE.UU), a 5 pg/mL en tampén carbonato/bicarbonato, pH 9,6 (100 ul/pocillo).
Las placas se incubaron 12 h a 4°C, se lavaron tres veces con SSTF y se incubaron con RPMI
10%, a razon de 200 pL por pocillo, para bloquear una hora a 37°C en camara hiimeda. El

medio de bloqueo se retird de las placas y se aplicaron en cada pozo 100 pL de células P15y
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100 pL de células de bazo de raton. En el caso particular de la estimulacion de las células de
bazo de raton con las proteinas Co.120 y E1.340 a 2 pg/mL, no se emplearon células P815.

En todos los casos, las placas se incubaron 17 h a 37°C en atmodsfera de CO; al 5%. A
continuacion, las placas se lavaron tres veces con SSTF y cinco veces con SSTF-T, en ambas
caras de la placa. Posteriormente se adicion6 un Ac anti-IFN-y, producido en rata a partir del
clon XMG1.2 conjugado con biotina (Pharmingen, California, EE.UU), a 0,5 pg/mL en
SSTE-T (100 uL/pocillo). Las placas se incubaron 2 h a 28°C. Se repitio el lavado con SSTF-
T, para posteriormente adicionar un complejo estreptavidina-peroxidasa (Amersham, Little
Chalfont, Reino Unido), diluido 1:800 en SSTF-T. Las placas se incubaron 1h a 28°C y se
lavaron nuevamente con SSTF y SSTF-T. El revelado se llevo a cabo con 3, 3'-
diaminobenzidina (Sigma, Saint Louis, EE.UU) a 0,1% (p/v) en tampén Tris-HC1 50 mM, pH
7,4, o con AEC (Sigma, Saint Louis, EEUU) a 0,3 mg/mL en tampén NaAc 0,1 M, pH 5,2.
En ambos casos, se adicion6 H,O, al 0,1% (v/v). Seguidamente, se afadio la solucion de
revelado seleccionada, a razéon de 100 pL/pocillo, hasta que aparecieron los puntos. La
reaccion se detuvo con agua corriente y las placas se dejaron secar a 28°C. Por 1ltimo, se
contaron los puntos en un microscopio estereoscopio (Leica Microscopy System, Heerbrugg,
Suiza). Cada condicion se evaludé por duplicado. Los resultados se expresaron como el
niamero de células formadoras de puntos (CFP) por 10° células de bazo. Se consideré como
resultado positivo el valor en el nimero promedio de CFP/pozo superior a 10, y que excediera
en dos veces el nimero de CFP por 10° células de bazo detectados en el control negativo para

cada muestra.

3.19 Cuantificacion de la replicacion in vivo de los virus vaccinia

3.19.1 Procesamiento de ovarios de ratones infectados con virus vaccinia

Ambos ovarios se maceraron vigorosamente en DMEM, quedando en un volumen final de 2
mL. Después se procedié a dar tres pases sucesivos de congelacion-descongelacion a la
mezcla. Posteriormente, se sonicoO a 40 Amplitudes durante 30 segundos, utilizando un
sonicador de copa (Cole Palmer, EE.UU), y se centrifugd a 1000 xg durante 10 min. A partir
de este momento se utilizo el sobrenadante. Estas muestras se titularon segin se describe en el

acapite 3.12.3.
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3.19.2 Titulacion de virus vaccinia a partir de sangre periférica de monos
verdes

Se hicieron diluciones 10'1, 10'2, 102, 10, 10° , 10°° y 107 de las muestras de sangre en
DMEM vy se determino su titulo segun se describe en el acapite 3. 12. 3.
3.19.3 Medicion de las lesiones en el sitio de inoculaciéon con el virus

vaccinia recombinante para la region estructural del virus de la hepatitis C
en monos verdes

Se midieron las lesiones por la administraciéon de VV recombinante para la region estructural
del VHC 2, 5, 7 y 14 dias después de la inoculacion. Se empled una regla graduada y la
medicion se realizdé de manera independiente por dos investigadores. El valor que se muestra

es el resultado del promedio de las dos mediciones en cada momento.

3.20 Consideraciones de Bioseguridad
El VV y el VVA se clasifican dentro del grupo de riesgo de bioseguridad nivel II por el

Centro Nacional de Seguridad Biologica. Por este motivo, todos los procedimientos donde se
utilizaron estos virus o sus derivados se efectuaron en laboratorios de nivel II de Bioseguridad
del CIGB, que cuenta con licencias otorgadas por el Centro Nacional de Seguridad Bioldgica

para estos propositos.

3.21 Métodos estadisticos

El procesamiento estadistico se realizo utilizando el programa GraphPad Prism 2.01, 1995
(StatMate, incluido), y fundamentalmente: el método de Kolmogorov-Smirnov para el analisis
de la normalidad de los valores, la prueba de Bartlett para el andlisis de la homogeneidad de
varianza. Para la comparacion entre dos grupos se empleé como prueba no paramétrica la
prueba de Mann-Whitney y como paramétrica la prueba T de Student. El método de Analisis
de Varianza de clasificacion Simple (ANOVA), combinado con el método de Newman-Keuls
se empled para la comparacion entre mas de dos grupos, para valores que mostraban una
distribucion Gaussiana. La prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparacion multiple de
Dunn se emplearon para la comparacion entre mas de dos grupos, cuando los valores no
cumplian con una distribucion Gausiana o no existia homogeneidad de varianza. Se utilizo la
Prueba exacta de Fisher para la comparacion entre dos grupos en cuanto a la frecuencia de
aparicion de una respuesta determinada. Se consideraron diferencias significativas para

p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Generacion y caracterizacion de virus vaccinia recombinantes
para antigenos estructurales del virus de la hepatitis C de
genotipo 1b

4.1.1 Obtencion de plasmidios codificantes para antigenos estructurales del
virus de la hepatitis C para la insercion en el genoma de virus vaccinia

El plasmidio pVACore se obtuvo a partir de la digestion del plasmidio pIDKCo con las
enzimas de restriccion Xbal y EcoRV. El fragmento obtenido, que corresponde a la secuencia
de ADN que codifica para la proteina de la capsida del VHC (aa 1-176), se insertd en el
plasmidio pHLZ, previamente digerido con las enzimas Smal y Bgl/ll. El acople de los
extremos se logrd por la inclusion de un adaptador con extremos Xbal y Bg/II (Figura 2A).
Para comprobar el caracter recombinante del plasmidio pVACore se realiz6 una digestion con
las enzimas Pst/ y Bgl//. Como se muestra en la Figura 2B, se obtuvo una banda de 564 pb
que no aparece en el plasmidio parental. Ademas, la identidad del plasmidio pVACore se
verificd por secuenciacion de ADN. La secuencia de ADN del plasmidio pVACore se muestra
en el Anexo 1.

Para obtener el plasmidio pVACRE se procedié de manera similar, pero partiendo del
plasmidio pIDKE?2 que contiene la secuencia codificante para los Ags de la region estructural
del VHC, aa 1-650 (Figura 3A). Para comprobar la identidad del plasmidio pVACRE se
efectud un analisis de restriccion con la enzima EcoRV. Con la digestion del plasmidio
recombinante se debia obtener un fragmento de 3320 pb, debido a la inclusion de la secuencia
del VHC; mientras que del plasmidio parental pHLZ, se debia obtener un fragmento de 1347
pb. En la Figura 3B se muestran los resultados del analisis de restriccion, que estan en
concordancia con lo previsto. Ademas, la identidad del plasmidio pVACRE se verificd por
secuenciacion de ADN. La secuencia de ADN del plasmidio pVACRE se muestra en el

ANEXxo 2.
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Figura 2. Esquema de obtencion del plasmidio pVACore (A). El plasmidio pVACore incluye
secuencias homologas al gen de la hemaglutinina del virus vaccinia (VV HA), un promotor sintético
para vaccinia (P E/L), el promotor 7,5 K de vaccinia (P 7,5) y el gen de la f-galactosidasa (Lac Z), el
gen que confiere resistencia a la ampicillina (AP'), la secuencia codificante para los aa 1-176 de la
poliproteina del VHC (Cépsida) y el analisis de restricciéon correspondiente (B). Electroforesis de
ADN en gel de agarosa al 0,8% (p/v), los carriles corresponden a 1: pHLZ nativo, 2: pHLZ digerido
Pstl, 3: pHLZ digerido Bg/Il 4. pHLZ digerido Pstl y Bg/ll 5. pVACore nativo, 6: pVACore digerido
Pstl, 7. pVACore digerido Bg/ll, 8. pVACore digerido Pstl y Bg/ll. La flecha indica el fragmento de
interés y se muestra el numero de pb del mismo.
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Figura 3. Esquema de la obtencion del plasmidio pVACRE (A). El plasmidio incluye secuencias
homologas al gen de la hemaglutinina del virus vaccinia (VV HA), un promotor sintético para virus
vaccinia (P E/L), el promotor 7,5 K de virus vaccinia (P 7,5) y el gen de la f-galactosidasa (Lac Z), el
gen que confiere resistencia a la ampicillina (AP'), la secuencia codificante para los aa 1-650 de la
poliproteina del VHC (Capsida-E1-E2) y el andlisis de restriccion correspondiente (B). Electroforesis
de ADN en gel de agarosa al 0,8% (p/v), los carriles corresponden a 1: pHLZ nativo, 2: pHLZ
digerido EcoRV, 3: pVACRE nativo, 4: pVACRE digerido EcoRV. Las flechas indican los fragmentos
de interés y se muestra el nimero de pb de cada uno.
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4.1.2 Obtencion de virus vaccinia recombinantes para las proteinas
estructurales del virus de la hepatitis C

Con el objetivo de obtener VV recombinantes para Ags del VHC se contaba con la cepa
salvaje del VV WR y los plasmidios pVACore y pVACRE, con secuencias del gen de la
hemaglutinina de VV flanqueando la region codificante para las proteinas del VHC. Se
infectaron células BSC40 con el VV WR y se transfectaron con los plasmidios antes
mencionados, tal como se describido previamente en la seccion de Materiales y Métodos.
Posteriormente, se procedié a la seleccion, amplificacion y verificacion de los posibles
recombinantes, que se denotaron vvCore y vvRE, dependiendo del plasmidio de partida
pVACore o pVACRE, respectivamente.

Se verificd el caracter recombinante de los VV generados mediante la deteccion de la
expresion de proteinas en células BSC40 infectadas con los posibles recombinantes y con la
cepa parental como control negativo. Los resultados obtenidos con muestras provenientes de
células BSC40 transfectadas inicialmente con pVACore se muestran en la Figura 4, como
control positivo se utilizd la proteina de la capsida Co.120, obtenida por via recombinante. Se
aprecia la deteccion de la proteina de la capsida en los carriles correspondientes a células
totales y precipitado de lisis de células BSC40 después de 24 y 48 h de infectadas con vvCore,
con una migracion electroforética similar al control positivo, la proteina Co.120. Dichos

resultados indican el caracter recombinante del virus vvCore.

A B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10PPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10PPM
‘—f - - —— 97
- = - | .-
- | = g_ .45
aE ét" = o G-
— 31

14.4
6.5

Figura 4. Analisis de expresion de proteinas en células BSC40 infectadas con vvCore. Electroforesis
de proteinas en gel de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes (A) y Western blotting
(B) empleando el Ac monoclonal HepC-1 y el sistema ECL ™ para el revelado. Los carriles
corresponden a: 1 WR células totales 48 h, 2 WR sobrenadante de lisis 48 h, 3 WR precipitado de lisis
48 h, 4 vvCore células totales 24 h, 5 vvCore sobrenadante de lisis 24 h, 6 vvCore precipitado de lisis
24 h, 7 Co.120 (control positivo), 8 vvCore células totales 48 h, 9 vvCore sobrenadante de lisis 48 h,
10 vvCore precipitado de lisis 48 h. PPM: patron de peso molecular, los ntimeros a la derecha del
panel son los pesos moleculares expresados en kDa.
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En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos en la electroforesis de proteinas en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Figura 5A) y Western blotting (Figura 5B y
C) con muestras provenientes de células infectadas con el posible recombinante vvRE. En los
ensayos de Western blotting se empled un AcM que reconoce la proteina de la cépsida
(Figura 5B) o un suero policlonal de conejo contra la proteina E2 (Figura 5C). En la Figura
5B se aprecia el reconocimiento de una proteina con migracion electroforética similar a la
proteina Co.120, que se utilizd6 como control positivo. En la Figura 5C se aprecia el
reconocimiento de bandas de aproximadamente 35 kDa y 60 kDa en las muestras infectadas
con vvRE, correspondientes con el patron descrito para variantes no glicosiladas o
glicosiladas, respectivamente, de la proteina E2. Estos resultados indican el caracter
recombinante del VV vvRE.
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Figura 5. Analisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(A) y Western blotting (B 'y C) de la expresion de proteinas en células infectadas con vvRE. Se utilizo
un gel de poliacrilamida al 15%, para la inmunodeteccion se empled el AcM HepC-1 (B) o un suero
policlonal anti-E2 (C), y el sistema ECL ™ para el revelado en ambos casos. Las muestras de los
carriles 1-5 corresponden a células BSC40 infectadas con los virus que se indican y colectadas en
diferentes momentos; 1 vwRE 21 h, 2 vvRE 24 h, 3 vwRE 45 h, 4 vwRE 48 h, 5 WR 48 h, 6 Co.120 (A
y B) 0 E2.680 (C) como control positivo, 7 Patron de Peso Molecular, los numeros a la derecha del
panel son los pesos moleculares expresados en kDa.
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4.1.3 Replicacién in vitro de los virus vaccinia recombinantes vwRE v vwCore

Se compard la replicacion in vitro de los VV recombinantes vvCore y vvRE con respecto al
virus parental WR, para evaluar efectos potenciales relacionados con la introducciéon en el
genoma de VV de secuencias del VHC. Con este objetivo se infectaron células BSC40 con los
diferentes VV y se tomaron muestras 18, 24, 42 y 48 h después de la infeccidon, para
determinar el titulo viral. En general, no se observaron diferencias significativas en el titulo
viral entre los VV recombinantes y el virus parental (Figura 6). Solo a las 18 y 24 h el titulo
viral en la fraccion intracelular de las muestras infectadas con vvRE fue inferior al detectado
para las muestras equivalentes infectadas con WR (Prueba de Kruskal Wallis y prueba de

comparaciones multiples de Dunn).
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Figura 6. Replicacion in vitro de los virus vaccinia vwRE, vvCore y WR. Se infectaron células BSC40
con MOI 0,01 de cada VV, se determinaron los titulos virales en la fraccion intracelular (A) y
extracelular (B). En los tiempos indicados después de la infeccion, se colectd el sobrenadante de
cultivo y las células, estas ultimas se sometieron a tres ciclos de congelacion/descongelacion. Los
titulos virales se determinaron por ensayo de placas virales sobre monocapas de células BSC40. Los
datos representan la media de 4 réplicas experimentales. Las barras de error representan la desviacion
estandar de la media. “a” denota p<0,05 y “b” denota p< 0,01, de acuerdo a una prueba de Kruskal-
Wallis y una prueba de comparaciones miltiples de Dunn.

4.1.4 Estudio de la capacidad replicativa de los virus vaccinia recombinantes
para los antigenos estructurales del VHC en ratones no inmunizados

En aras de evaluar comparativamente la capacidad replicativa in vivo de los VV

recombinantes con respecto al virus parental, se inocularon ratones BALB/c con 10° ufp de
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cada virus. La Figura 7 muestra que 5 dias después de la inoculacion, los niveles de los tres
virus detectados en los ovarios eran similares (p>0,05, ANOVA).

Con la finalidad de evaluar si la administracion de dosis virales superiores de VV
recombinante para la proteina de la capsida del VHC resultaba letal para los ratones BALB/c,
los animales se inocularon con 5x107, 8x10” y 1x10® ufp de vvCore y con 1x10% ufp del VV
parental, WR, como control. Los animales se observaron por 15 dias y no ocurrieron muertes

en ese periodo.
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Figura 7: Titulos de virus vaccinia en los ovarios de los animales inoculados. Cinco dias después de
la inoculacion de 10° ufp de los virus recombinantes y del parental, se extrajeron los ovarios, se
homogeneizaron y se determino el titulo viral en células BSC40. Las barras indican la media del
logaritmo;, de los titulos de 5 animales por grupo. Las barras de error representan la desviacion
estandar de la media. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(p>0,05, ANOVA).

4.1.5 Estudio de la capacidad replicativa de los virus vaccinia recombinantes
para los antigenos estructurales del VHC en ratones previamente vacunados
con diferentes inmunogenos

Una vez disponibles los VV recombinantes para los Ags estructurales del VHC, y demostrada
su capacidad replicativa in vitro e in vivo, evaluamos su empleo para el andlisis de la
funcionalidad de la respuesta inducida por diferentes inmundgenos basados en Ags del VHC
de genotipo 1b. En el estudio se utilizd6 un plasmidio para la inmunizaciéon con ADN,
pIDKE2, y la variante truncada de la proteina de la capsida del VHC, Co.120. Se decidio
evaluar cada uno de estos componentes de forma individual, asi como su combinacion,
empleando ademas del andlisis de la respuesta inmune humoral y la linfoproliferativa, la

capacidad de controlar la infeccion con el virus vaccinia recombinante vvCore.
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Cinco semanas después de la primera inmunizacion, todos los animales inmunizados, excepto
los inoculados con pAEC-K6 (control negativo), tenian Acs anti-VHC (datos no mostrados).
La Figura 8 muestra la respuesta de Acs frente a los Ags de la region estructural 14 semanas
después de la primera inmunizacion, luego de haber recibido las dosis en las semanas 0, 3, 7 y
12. Se alcanzaron titulos medios de Acs de al menos 1: 2000, frente a las proteinas de la

region estructural del VHC, en los animales inmunizados con la mezcla de pIDKE2 y Co.120.
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Figura 8. Respuesta de Acs frente a las proteinas Co.120, E1.340 y E2C. Los ratones se
inmunizaron con el plasmidio control pAEC-K6, pIDKE?2, Co.120 o pIDKE2+Co.120. Las barras
indican la media de los titulos de Acs de los animales individuales en la semana 14 del esquema

[IPLN

de inmunizacion. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media. “a”: denota
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo inmunizado con pIDKE2
(p<0,05 analizado por Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones multiples de Dunn).

Especificamente, los titulos de Acs frente a las proteinas Co.120 y E2C en este grupo fueron
significativamente superiores a los obtenidos en los animales inoculados solo con el plasmidio
pIDKE2 (p<0,05, analizado por Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones multiples de
Dunn). De hecho, los titulos de Acs inducidos contra la proteina Co.120 por el plasmidio
pIDKE?2 fueron también significativamente inferiores a los inducidos por la inmunizacion con
la proteina Co0.120 (p<0,05, analizado por Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones
multiples de Dunn). Por otra parte, los titulos de Acs frente a la proteina de la capsida fueron
similares en los grupos inmunizados con la proteina Co.120 sola o mezclada con el plasmidio
pIDKE2. Los animales inmunizados con pAEC-K6 no indujeron una respuesta de Acs

detectable.
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Para estudiar la respuesta inmune celular, se analiz6 la proliferacion in vitro de células de
bazo de raton, estimuladas con 1 pg/mL de las proteinas Co.120, E1.340 y E2C, por ensayo
de incorporacion de [H?]-timidina, en la semana 14 del esquema. La Figura 9 muestra que los
animales inoculados con el plasmidio pAEC-K6 no desarrollaron respuesta proliferativa
frente a los Ags evaluados, mientras que los animales inmunizados con Co.120 generaron
respuesta proliferativa frente a este Ag, pero no frente a las proteinas de la envoltura. Todos
los animales inmunizados con pIDKE2 solo o combinado con Co0.120 mostraron respuesta
proliferativa frente a los tres Ag empleados. Se detectd una respuesta proliferativa similar

frente a Co.120 en los animales inmunizados con Co.120 solo o combinado con pIDKE2.

12
a
[ a
s o9 |
'S b
3
>
IS m Co.120
thﬁ 6 1 l OE1.340
[0} oE2C
©
©
ks
R —
0 ﬁ . .
pPAEC-K6 pIDKE2 Co.120 pIDKE2+Co0.120

Figura 9. Respuesta linfoproliferativa frente a las proteinas Co.120, E1.340 y E2C. Los ratones se
inmunizaron con el plasmidio control negativo pAEC-K6, el plasmidio pIDKEZ2, la proteina Co.120, o
la mezcla pIDKE2+Co0.120. El ensayo se realiz6 en la semana 14 del esquema de inmunizacion. Las
barras representan la media de los Indices de Estimulacion (IE) individuales de 5 animales por grupo.
Las barras de error indican la desviacion estandar de la media. Las células de bazo de los animales
individuales (5 por grupo) se estimularon con 1 pug/ mL de las diferentes proteinas recombinantes. Se
consideraron positivos los IE iguales o superiores a 3. “a”: denota diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo inmunizado con el plasmidio pIDKE2 (p<0,001, ANOVA y
Newman Keuls). “b”: denota diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo
inmunizado con el plasmidio pIDKE2 (p<0,05, ANOVA y Newman Keuls).

Los valores de IE detectados contra Co.120 en el grupo inmunizado solo con el plasmidio
pIDKE?2 fueron significativamente inferiores a los detectados en los animales inmunizados
con la proteina Co.120 administrada de forma individual o mezclada con el plasmidio
pIDKE2 (p<0.001, analizado por ANOVA y Newman-Keuls). Ademas, el grupo inmunizado

con la mezcla mostrd IE significativamente superiores contra la proteina E2C con respecto al
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grupo inmunizado solo con el plasmidio pIDKE2 (p<0.05, analizado por ANOVA vy
Newman-Keuls).

Para evaluar la respuesta in vivo de los animales inmunizados, se retaron 5 animales de cada
grupo con el VV recombinante vvCore. Cuando el reto se efectud 1 o 3 semanas después de la
tercera inmunizacion, no se encontraron diferencias en los titulos de vvCore entre los grupos
inmunizados con relacion a los grupos controles. En ese momento, los titulos virales
promedios detectados oscilaron entre 1,3x10° y 5x10° ufp/mL. En contraste, cuando el reto se
efectud después de las otras dos inmunizaciones en las semanas 12 y 16, los animales que
recibieron pIDKE2+Co0.120 mostraron un titulo de vvCore después del reto (Figura 10)
significativamente inferior al detectado en el resto de los grupos (p<0.05, prueba de Kruskal-
Wallis y prueba de comparaciones multiples de Dunn). De hecho, estas diferencias alcanzan 2

logs, 7 dias después de la Gltima inmunizacion.
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Figura 10. Titulo de vvCore en los ovarios de los ratones retados. En la semana 17 se retaron cinco
animales por grupo (inmunizados con pAEC-K6, pIDKE2, Co.120 o pIDKE2+Co.120 en las semanas
0, 3,7, 12y 16), con 10° ufp por via i.p. Los ovarios se extrajeron 5 dias después del reto. Las barras
indican la media del logaritmo;, de los titulos individuales de vvCore de 5 animales por grupo. Las

[TPELN

barras de error indican la desviacion estdndar de la media. “a”: denota diferencias estadisticamente
significativas con respecto al resto de los grupos (p<0,05, Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones
multiples de Dunn).

En ese momento, todos los animales del grupo inmunizado con pIDKE2+Co.120 redujeron en
al menos 1 log el titulo de vvCore con respecto a la media de los titulos virales en el grupo
control (pAEC-K6). Cuando el reto se efectia 21 dias después de la Gltima inmunizacion, los
titulos virales medios en el grupo inmunizado con pIDKE2+Co.120 eran todavia dos logs

inferiores a los encontrados en el grupo control (datos no mostrados).
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Se desarroll6 un estudio similar en ratones para evaluar el comportamiento de la preparacion
pIDKE2+Co.120 frente al reto con el VV recombinante vvRE, que expresa las proteinas de la
region estructural del VHC. En este caso se administraron también 5 dosis, pero en las
semanas 0, 2, 4, 6 y 12. Dos semanas después de la ultima inmunizacién, se retaron los

: 6 ’ ’ ; . .
animales con 10” ufp de vvRE y 5 dias después se evaluaron los titulos de virus en ovarios.
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Figura 11. Control de la viremia en un modelo de reto con virus vaccinia. Los resultados se muestran
como la media del logaritmo del titulo de vwRE, en los ovarios de los animales inmunizados. Las
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barras de error indican la desviacion estandar de la media de 5 animales individuales. “a”: denota
diferencias estadisticamente significativas (p<<0,01, Prueba T de Student).

Como muestra la Figura 11, se encontré mas de 1 log de diferencia en el titulo de vvRE
detectado en ovarios entre los grupos inmunizados con la mezcla pIDKE2+Co.120 y el
control negativo, inmunizado con el plasmidio pAEC-K6. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p<0,01, Prueba T de Student).

4.2 Generacion de un virus de viruela aviar recombinante para
una variante de la proteina de la capsida y la E1 del virus de la
hepatitis C y evaluacion de su inmunogenicidad en modelos
animales

4.2.1 Obtencion del plasmidio codificante para una variante poliproteica
capsida-E1 para la insercion en virus de viruela aviar

Con el objetivo de obtener el plasmidio pFPCoEl se digirié el plasmidio pIDKE2 con las
enzimas de restriccion Smal y BamHI que tienen sitios de corte en los nt 237 y 1016 de la
secuencia que codifica para la poliproteina del VHC, respectivamente. El fragmento obtenido
se inserto en los sitios compatibles del plasmidio pFP67xgpt. El fragmento a insertar incluye
la secuencia codificante para la proteina de la capsida desde el aa 79 hasta el 191 y para la

proteina E1 desde el aa 192 hasta el aa 338 (Figura 12A).
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Para comprobar la identidad de la construccion obtenida se digirieron tanto el plasmidio
parental como el posible recombinante con las enzimas Clal y Accl. El plasmidio parental no
posee sitio Clal y tiene un sitio Accl en el sitio multiple de clonaje. La secuencia del
fragmento insertado tiene un sitio Clal correspondiente al nt 369 en la secuencia de ADN que
codifica para la poliproteina del VHC, por lo que la digestion Clal y Accl rinde un fragmento
de 655 pb en el recombinante; pero no en el plasmidio parental. En la Figura 12 B se observa
que el patrén de bandas obtenido de la digestion se corresponde con lo esperado.

A B
pE/IL

1 2 3 45 6 7 8 9

Clal (5498)

Cépsida-E1(338) ORF6-NER
Bam HI (4848) N 9.4
Acc | (4843) N 6,6§:
4’
07.5k ANy

Xgpt
2,3 -
& pFPCoOE1 , —P
5630 pb
NER-ORF7 ©— 655pb
0,56 3

AmpR

Figura 12. Esquema del plasmidio pFPCoEl (A) y analisis de restriccion (B). El plasmidio incluye
secuencias homologas al genoma de VVA (NER-ORF7, ORF6-NER), un promotor sintético para
VVA (P E/L), el promotor 7,5 K de virus vaccinia (P 7,5) y el gen de la xantina guanina fosforribosil
transferasa (Xgpt), el gen que confiere resistencia a la ampicillina (AmpR), la secuencia codificante
para los aa 79-338 de la poliproteina del VHC (Capsida-E1) y el analisis de restriccion
correspondiente (B). Los carriles corresponden a 1: A/Hindlll, 2: pFP67xgpt nativo, 3: pFP67xgpt
digerido Clal, 4: pFP67xgpt digerido Accl, 5: pFP67xgpt digerido Clal/Accl, 6: pFPCoEl nativo, 7:
pFPCoE1 digerido Clal, 8: pFPCoE1 digerido Accl, 9: pFPCoE1 digerido Clal/Accl. La flecha de la
derecha indica el fragmento obtenido. A la izquierda del panel aparece el niimero de kpb de los
fragmentos del patron M HindIll

4.2.2 Obtencion de virus de viruela aviar recombinante para la proteina de la
capsida v la E1 del virus de la hepatitis C

Con vistas a obtener este recombinante se infectaron FEP con la cepa FP9 de VVA y luego
fueron transfectados con el plasmidio pFPCoEl. Después de tres pases de seleccion en FEP
con medio selectivo DMEM-MXH, se amplific6 el producto viral de una placa de infeccion.
Con este banco primario del virus se infectaron FEP, después de 4 dias se extrajo el ADN

viral que sirvid de molde para un RCP usando los oligonucledtidos 3333 y 6418. El
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oligonucleotido 6418 es complementario a la secuencia +35 con respecto al promotor E/L, el
3333 es complementario a 353-376 nt de la la secuencia que codifica para la poliproteina del
VHC, por lo que el fragmento que se debe amplificar en caso de que el virus sea
recombinante es de 800 pb. La Figura 13 muestra que cuando se utiliza el ADN de células
infectadas con el virus FPCoEl se obtiene dicho fragmento, pero cuando el ADN molde
procede de células infectadas con el virus parental no se obtiene el fragmento amplificado.

Esto revela el caracter recombinante del virus FPCoE1.

1 2 3 4 5 Figura 13. Analisis en gel de agarosa al 0,8% de la RCP a
partir de ADN de FEP infectados con VVA. Se emplearon los
oligonucledtidos 6418 y 3333 de DNA extraido de FEP
infectados con FPCoE1l o FP9. La flecha sefiala el fragmento
amplificado.Los carriles corresponden a: 1: FPCoEl, 2:FP9, 3:
Control negativo, 4: AHind III, 5: plasmidio pFPCoEl como

< 800pb control positivo.

Para corroborar el cardcter recombinante del VVA FPCoEl, se estudié la expresion de los
productos proteicos en FEP infectados con los virus FPCoE1 y FP9, seglin se refiere en
Materiales y Métodos. Se tomaron muestras de las monocapas de las células infectadas de
ambos virus a las 24, 48, 72 y 96 horas posteriores a la infeccion, las cuales se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y a través de
Western blotting.

En la Figura 14A se observa en la electroforesis de proteinas la presencia de bandas en los
carriles correspondientes a las muestras infectadas con FPCoEl, que no se detectan en la
corrida de las muestras infectadas con FP9. En el Western blotting (Figura 14B) se pudo
verificar la expresion de una proteina diferencial, con una talla entre los 31 a 45 kDa que se
corresponde con la poliproteina CoEl, la cual es a su vez reconocida por una mezcla de
sueros humanos provenientes de pacientes infectados con VHC, reactivos a la proteina de la
capsida. La mezcla de sueros provenientes de pacientes VHC positivos que se utilizo en el

Western blotting se adsorbi6 frente a FEP infectados con el VVA parental, FP9.
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Figura 14. Analisis mediante electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida al 12,5% en
condiciones desnaturalizantes (A) y Western blotting (B) de la expresion de proteinas en FEP
infectados con los VVA FP9 y FPCoE1. Como control positivo para la inmunodeteccion se utilizo la
proteina recombinante de la capsida, Co.120. PPM, patron de peso molecular. En el Western blotting
se emple6 una mezcla de sueros humanos que reconocen la proteina de la capsida del VHC,
previamente adsorbida frente a FEP infectados con FP9 y un anticuerpo policlonal anti-IgG humano
obtenido en carnero conjugado a peroxidasa. La membrana se reveldo empleando AEC. La cabeza de
flecha indica la posicion aproximada de la poliproteina CoEl.
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Figura 15. Analisis mediante electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida al 12,5% en
condiciones desnaturalizantes (A) y Western blotting (B) de la expresion de proteinas en FEP
infectados con los VVA FP9 y FPCoE1. Como control positivo para la inmunodeteccion se utilizo la
proteina recombinante de la capsida, Co.120. PPM: patron de peso molecular. En el Western blotting
se emple6 una mezcla de sueros humanos provenientes de individuos anti-VHC negativos,
previamente adsorbida frente a FEP infectados con FP9 y un anticuerpo policlonal anti-IgG humano
obtenido en carnero conjugado a peroxidasa. La membrana se reveldo empleando AEC.

Como control negativo adicional se evalu6 el reconocimiento de las muestras por una mezcla de

sueros humanos VHC negativos provenientes de individuos sanos (Figura 15), bajo las mismas
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condiciones. Como se puede apreciar en la Figura 15B no se observa reconocimiento de los
productos de expresion del VVA recombinante FPCoE1 por dicha mezcla.
Estos resultados muestran la expresion de la poliproteina expresada por el VVA

recombinante, FPCoE1 de forma no procesada desde las 24 h.

4.2.3 Estudios de inmunogencidad del virus de viruela aviar recombinante
para la proteina de la capsida v la E1 del virus de la hepatitis C en ratones

Una vez demostrado el caracter recombinante del VVA recombinante FPCoEl, se procedid a
realizar un esquema de inmunizacién en ratones, tal como se describe en Materiales y
Meétodos. Los animales se inmunizaron con FPCoE1 o FP9 en las semanas 0 y 3. La presencia
de Acs anti—capsida y E1 en las semanas 0 y 4 del esquema de inmunizacion se determind
mediante un ensayo inmunoenzimatico en fase solida. En el grupo inmunizado con FPCoEl
so0lo un raton presentd respuesta de Acs contra Ags del VHC (positiva contra Co.120 y
E1.340), para un 10% de seroconversion. En el grupo inmunizado con FP9 ningun raton
mostro respuesta contra ninguna de las dos proteinas (datos no mostrados).

Se evalud la respuesta de linfocitos secretores de IFN-y frente a Ags del VHC mediante un
ELISPOT, en la semana 5. Las células de bazo se estimularon con las proteinas Co.120 o
E1.340, o se enfrentaron a P815 infectadas previamente con vvCore. No se detectd respuesta
frente a la proteina E1 en este ensayo. En contraste, el 60% de los animales inoculados con
FPCoEl desarrollaron una respuesta de secrecion de IFN-y frente a la proteina Co.120.
(Figura 16A). También se observo respuesta frente a la proteina de la capsida en el 80% de
los animales inmunizados con FPCoE1 cuando se utilizaron células P815 infectadas con VV
recombinante vvCore como células presentadoras en el ensayo (Figura 16B). En este caso, la
media del numero de puntos/milléon de células de bazo en los animales inmunizados con
FPCoEl1 fue significativamente superior al valor obtenido en los animales inmunizados con
FP9 (p=0,0079 Prueba Mann-Whitney), lo cual no se aprecia para la respuesta de secrecion de
IFN-y frente a la proteina Co.120 (p=0,22 Prueba de Mann-Whitney). En el grupo inmunizado

con FP9 no se detectd respuesta especifica de secrecion de [FN-y.
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Figura 16. Respuesta de secrecion de IFN-y determinada por ELISPOT en ratones inmunizados. Las
células de bazo se estimularon con (A) las proteinas Co.120 y E1.340 a 2 pg/mL y RPMI 1640 o (B)
P815 infectadas con WR o vvCore. Los resultados se presentan como la media de CFP/10° células de
bazo de cinco animales por grupo. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media. Los
valores sobre las columnas indican el porciento de animales positivos en esa condicion. “a” indica
diferencias estadisticamente significativas (p=0,0079) entre el grupo inmunizado con FPCoEl y el
grupo inmunizado con FP9 usando la prueba de Mann-Whitney. Se consideré como resultado positivo
el valor en el niimero de CFP por 10° células de bazo que excediera en dos veces el nimero de CFP
por 10° células de bazo detectados en el control negativo para cada grupo (medio o WR). Ademas, el
numero de puntos en los pozos estimulados debe ser superior a 10.

En aras de evaluar la funcionalidad de la respuesta inmune inducida por la administracion del
FPCoE1 en ratones, dos semanas después de la Gltima inmunizacion, cinco animales por
grupo se retaron con WR o vvRE. Los titulos virales se determinaron en ovarios y los datos se
muestran en la Figura 17. Se observaron diferencias estadisticamente significativas, en
cuanto al titulo de VV vvRE, entre los animales inmunizados con FPCoE1 y FP9 (p=0,0001,
segun Prueba T de Student). Es de destacar que no se detectd presencia de vwRE en los
ovarios del 40% de los animales inmunizados con FPCoE1l. En contraste, no se encontraron
diferencias en los titulos de VV WR en los ovarios de los animales inmunizados con FPCoE1

y FP9. Estos elementos indican que el virus recombinante FPCoE1 es capaz de inducir una
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respuesta inmune especifica en ratones capaz de controlar la viremia después del reto con

vvRE.
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Figura 17: Titulos de virus vaccinia en los ovarios de los ratones retados. Los ratones inmunizados
con virus FP9 o virus FPCoE1 se retaron en la semana 5 con 10° pfu de vwRE o WR, por inoculacion
i.p. Los ovarios se extrajeron 5 dias después de la inoculacion. Las barras indican la media del logy de
los titulos de virus vaccinia en los animals individuales. Estos resultados comprenden datos de 3
experimentos individuales, con 5 animales individuales en cada caso. Las barras de error indican la
desviacion estandar de la media. Los valores de porciento se refieren a los animales que se protegieron
totalmente frente al reto con vvRE. “a” indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001)
con respecto a los titulos de vvRE, entre los animales inmunizados con FP9 y FPCoEl, segun la
prueba T de Student.

4.2.4 Evaluacion de la efectividad de diferentes estrategias de
sensibilizacién /recuerdo con el virus de viruela aviar recombinante FPCoE1
v la preparacion pIDKE2+Co0.120 en ratones BALB/c

Con vistas a estudiar el comportamiento de la respuesta inducida por el FPCoEl a mas largo
plazo después de la ultima inoculacidon, asi como la capacidad potencial de la mezcla
pIDKE2+Co.120 de incrementar la respuesta de Ac y mantener o mejorar el control de la
viremia en el modelo de reto con VV, inducido por el VVA recombinante FPCoEl, se
inmunizaron ratones BALB/c en diferentes estrategias de sensibilizacion/recuerdo. Los dos
primeros grupos recibieron dos inoculaciones de FP9 y FPCoEl, respectivamente, en las
semanas 0 y 3. Otro grupo recibié dos inoculaciones con FPCoE1 en las semanas 0 y 3, y
luego dos inoculaciones de la mezcla pIDKE2+Co.120 en las semanas 6 y 9; un cuarto grupo
recibio primero la mezcla pIDKE2+Co.120 en las semanas 0 y 3, y luego la administracion

del FPCoE1 en las semanas 9 y 12. Los grupos 5 y 6 recibieron cuatro inoculaciones en las
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semanas 0, 3, 7y 12 con la mezcla pIDKE2+Co0.120 o el plasmidio control negativo pAEC-

K6, respectivamente.
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Figura 18. Respuesta humoral contra las proteinas estructurales del VHC en la semana 14 del
esquema de inmunizacién. Las barras representan las medias de los titulos de Acs de los animales que
seroconvirtieron en cada grupo frente a cada proteina. Las barras de error indican la desviacion
estandar de la media en cada caso. En el eje x se indican los inmundgenos recibidos por cada grupo.
Sobre cada barra se indica el porciento de seroconversion de cada grupo, cuando el porciento fue
menor de un 100%. La “a” denota diferencias estadisticamente significativas en el reciproco del titulo
de Acs con respecto al grupo pIDKE2+Co.120/FPCoE1 (p<0,01, prueba de Kruskal-Wallis y prueba
de comparaciones multiples de Dunn). La “b” denota diferencias estadisticamente significativas en el
porciento de serconversion con respecto al grupo pIDKE2+Co.120 (p<0,05, Prueba exacta de Fisher).
“c” denota diferencias estadisticamente significativas en el porciento de serconversion con respecto a
los grupos pAEC-K6, FP9 y FPCoEl1 (p<0,005, Prueba exacta de Fisher)

Como muestra la Figura 18, en la semana 14, el grupo inmunizado con la mezcla de
ADN-+proteina mostr6é una respuesta de Acs positiva contra todos los Ags estructurales, con
titulos de Acs contra las proteinas de la capsida y la E2, superiores a 1:2000. Los grupos
inmunizados con régimenes de sensibilizacién/recuerdo tuvieron respuesta detectable de Acs
contra todos los Ags estructurales del VHC, mostrando porcientos de seroconversion contra la

proteina de la cépsida superiores a los del grupo inmunizado con el VVAr FPCoEl solo
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(p<0,001, Prueba Exacta de Fisher). Sin embargo, el porciento de seroconversion contra E2
en los grupos inmunizados con régimenes de sensibilizacion/recuerdo fue significativamente
inferior al observado en el grupo inmunizado con pIDKE2+Co.120 (p<0,05, Prueba exacta de
Fisher). En cuanto a la magnitud de la respuesta contra la proteina de la capsida, existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos inmunizados con pIDKE2+Co.120
y  FPCoEl/pIDKE2+Co0.120, con  respecto al  grupo  inmunizado  con
pIDKE2+Co.120/FPCoE1 (p<0,01, prueba de Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones
multiples de Dunn). Solo un ratéon mostr6 respuesta de Acs contra la proteina de la capsida
(titulo 1:50) en el grupo inmunizado Unicamente con el virus FPCoEl. No se detectd
respuesta de Acs contra los Ags estructurales del VHC en los ratones inmunizados con los
controles negativos (FP9 y pAEC-K®6).

Adicionalmente, en la semana 14 se retaron cinco animales de todos los grupos con vvRE. En
los dos grupos que habian sido inmunizados bajo los regimenes de sensibilizacion/recuerdo
uno de los cinco animales retados resulto totalmente protegido. Entre esos dos grupos no se
encontraron diferencias significativas con relacion al titulo viral; sin embargo, si tienen
diferencias significativas con el resto de los grupos (p<0,01, prueba de ANOVA vy prueba de
comparaciones multiples de Newman-Keuls). En los animales inmunizados con el virus
FPCoEl o pIDKE2+Co0.120 no se alcanz6 proteccion ni hubo reduccion significativa del

titulo viral en la semana 14, en comparacion con los controles correspondientes (Figura 19).
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4.2.5 Evaluacion de la inmunogenicidad del virus de viruela aviar
recombinante FPCoE1 en monos verdes

Se inmunizaron monos verdes Cercophitecus aethiops sabaeus para profundizar en la
evaluacion de la inmunogenicidad del VVA FPCoEl, recombinante para los Ags de la
capsida y la E1 del VHC, en otro modelo animal mas cercano a humanos. Cuatro animales se
inmunizaron con el virus FPCoE1l y 2 animales con el virus control negativo FP9, segun se
describio en Materiales y Métodos. Teniendo en cuenta los resultados del esquema de
sensibilizacion/recuerdo, se incluy6 una dosis adicional con FPCoE1 con respecto al esquema
en ratones.

En correspondencia con los resultados en ratones, la respuesta inmune humoral en los monos
fue débil, detectandose un 25% de seroconversion contra E1 y no se detectd respuesta de Acs
contra la proteina de la capsida en los animales inmunizados con FPCoEl, dos semanas
después de la tltima inmunizacioén. No se detecto respuesta especifica de Acs en los animales

inmunizados con FP9 (datos no mostrados).
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Figura 20. Respuesta proliferativa de los linfocitos de sangre periférica de monos verdes ante la
estimulacion con las proteinas recombinantes Co.120, E1.340, E2C y E2.680. Los resultados se
muestran como indice de estimulacion (IE) determinado como la relacion entre el promedio de los
conteos por minuto (cpm) obtenidos con la estimulacion y los obtenidos con el RPMI 10%. Las barras
de error indican la desviacion estandar de la media de 3 réplicas.

El analisis de la respuesta celular se efectu6 a través de un ensayo de proliferacion a partir de
linfocitos de sangre periférica de cada uno de los animales (Figura 20). Los resultados
muestran un 50% de respuesta linfoproliferativa positiva contra la proteina de la capsida y la

proteina E1 en el grupo inmunizado con FPCoEl. En cambio, en el grupo inmunizado con
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FP9 no se observa respuesta linfoproliferativa positiva ante la estimulacion con los Ags
utilizados (Figura 20). De la misma manera, el 100% de los animales muestra una respuesta
proliferativa negativa ante las dos variantes recombinantes de la proteina de la envoltura E2,
lo cual demuestra la especificidad del ensayo.

Para evaluar la respuesta in vivo del VVA recombinante FPCoE1 en monos, se llevo a cabo el
reto de los animales con el VV recombinante vvRE. El VV recombinante se administrd por
via subcutanea, 14 dias después de la tercera inoculacién, y se determino el titulo viral en la
sangre de los animales de cada grupo. Las determinaciones de viremia en sangre se realizaron
los dias 2, 5, 7'y 14, posteriores al reto.

En la Figura 21 se puede observar que no se detecto carga viral de vvRE en ninguna de las
determinaciones realizadas en la sangre de los animales del grupo inmunizado con el virus
FPCoEl. En cambio, en el grupo control negativo, inmunizado con el virus FP9, se detecta
titulo de vvRE en los dias 5 y 7 posteriores al reto. En los animales inmunizados con el virus

FP9 no se detectd virus vvRE en sangre a partir del dia 14 posterior al reto (Figura 21).
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Figura 21. Titulacion de vvRE en la sangre de los monos inmunizados con los virus FPCoE1 y FP9.
Los animales se retaron el dia 14 posterior a la wltima inoculacién con 10" ufp de vvRE. Las barras
representan la media de 2 réplicas experimentales. Las barras de error indican la desviacion estandar
entre réplicas experimentales.

Como otro punto de andlisis, se estudié la aparicion de lesiones, en el sitio de inoculacion,
posterior al reto con VV recombinante (Figura 22). Las lesiones detectadas en el sitio de

administracion iniciaron con la aparicion de un ligero hematoma con engrosamiento de la piel

75



Poxvirus recombinantes para antigenos del VHC

que posteriormente evolucion6 hacia la necrosis de la zona circundante al sitio de inoculacion,

con posterior formacion de lesiones ulcerosas.

Figura 22. Visualizacion del sitio de inoculacion del reto con virus vaccinia recombinante en monos
inmunizados con FPCoE1 (A) y con FP9 (B).

Tal y como se muestra en la Figura 23, solo uno de los animales inmunizados con el virus
FPCoEl manifestd una pequena lesion al segundo dia posterior al reto, la cual habia
desaparecido en la determinacion realizada al quinto dia después del reto (Figura 23). En
cambio, el 100% de los animales inmunizados con FP9 manifestaron lesiones que se
mantuvieron al menos hasta el séptimo dia posterior al reto, con diferencias en el momento de
aparicion (dia 2, animal 5 y dia 5, animal 6). No obstante, es valido destacar que el dia 14
posterior al reto ya las lesiones habian desaparecido totalmente en el 100% de los animales

que las padecieron (Figura 23).
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De acuerdo a los resultados presentados, el VVA recombinante FPCoEl es capaz de inducir
una respuesta inmune especifica y control de la infeccion en un modelo de reto con virus

sustituto en monos verdes.
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5. Discusion

Actualmente siguen siendo limitados los sistemas in vifro o in vivo que permitan la
replicacion adecuada del VHC. Esta situacion ha retardado el desarrollo de vacunas y
tratamientos efectivos frente a este patdgeno. Debido a esto, la busqueda de modelos
alternativos que permitan estudiar los Ags del VHC, sus roles en la infeccion, y la respuesta
inmune inducida contra ellos, sigue revistiendo suma importancia. La alternativa de generar
virus sustitutos recombinantes para Ags del VHC, como herramientas en este sentido, es una
de las mas exploradas (Pancholi y cols. 2003; Murata y cols. 2003).

En el presente trabajo se generaron VV recombinantes para Ags estructurales de un
aislamiento cubano del VHC de genotipo 1b. Particularmente, los aislamientos de genotipo 1b
son de los mas representados epidemioldgicamente y se distinguen por su resistencia a los
tratamientos antivirales en uso, entre otras caracteristicas (Hadziyannis y cols. 2004), por lo
que el conocimiento detallado de los mismos tiene un significado particular. De acuerdo a los
resultados presentados, la capacidad replicativa de los VV que expresan la proteina de la
capsida del VHC de genotipo 1b, de forma individual o como poliproteina, fue similar entre si
y con relacion al VV parental.

Por otra parte, el comportamiento electroforético de la proteina de la capsida del VHC, en
muestras de células infectadas por los VV recombinantes, sugiere que este Ag viral es
procesado de forma similar a lo descrito para la poliproteina viral. Este hecho se confirma por
el reconocimiento diferencial de la proteina E2 del VHC, observado en las muestras de células
infectadas por el vwRE. Es conocido que los Ags estructurales del VHC se procesan por
accion de proteasas presentes en células de mamiferos sobre la poliproteina viral (Penin y
cols. 2004b). De hecho, tanto el procesamiento de los Ags estructurales, como la asociacion
de la proteina de la capsida al precipitado celular, estan en concordancia con otros estudios in
vitro realizados previamente (Boulant y cols. 2005; McLauchlan, 2000).

Los VV recombinantes para Ags del VHC generados en este trabajo mostraron capacidad
replicativa tanto in vitro como in vivo. En trabajos previos, se han descrito cambios en los
niveles de replicacion de algunos VV recombinantes, incluyendo diferencias en los tamaios
de placas y morfologia, con relacion al virus parental, producto de la manipulacion genética
(Chan y cols. 2005). En sentido general, en el presente trabajo no se detectaron diferencias de

esa naturaleza. Solo se observaron diferencias en los titulos virales detectados en la fraccion
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intracelular entre vvRE y WR en estadios tempranos de la replicacion, fendmeno que pudiera
estar asociado a la linea celular empleada para el andlisis, pero estas diferencias no se
encontraron ya a las 48 h de infeccion. Debe destacarse que no se apreciaron diferencias en
cuanto a la replicacion in vivo entre los diferentes VV evaluados.

Anteriormente, VV recombinantes para la proteina de la capsida del VHC han mostrado una
virulencia incrementada en ratones. Especificamente, se encontraron mayores titulos virales
en el higado de los animales inoculados con un virus vaccinia recombinante para la proteina
de la capsida, al comparar con el virus parental (Large y cols. 1999). En nuestro estudio, el
titulo viral se determin6 en ovarios, ya que este es el drgano preferencial de replicacion del
VV en los ratones (Binder y cols. 1991). En este 6rgano encontramos titulos virales similares
al comparar los animales inoculados con los VV recombinantes o el parental.

Por otra parte, Large y cols, también encontraron niveles incrementados de mortalidad en los
ratones inoculados con un VV recombinante para la proteina de la cépsida, en comparacion
con el virus parental y con un VV recombinante para las proteinas no-estructurales del VHC.
Los resultados obtenidos previamente por Zhang y cols sugieren que la respuesta inmune del
hospedero no contribuye a la mortalidad inducida por la proteina de la capsida del VHC
(Zhang, 2003). Sin embargo, en nuestro estudio no se encontrd un efecto letal de los VV
recombinantes después de la inoculacion con una dosis alta de virus. Una posible explicacion
para estos resultados contradictorios pudiera ser la diferencia en las secuencias codificantes
para la proteina de la capsida que se usan para la obtencion de los recombinantes, ya que en el
estudio de Large se emplean secuencias correspondientes a un aislamiento del VHC de
genotipo la (Shirai y cols. 1994), y en el nuestro provienen de uno de genotipo 1b (Morales,
1998). Sin embargo, la identidad de las secuencias codificantes para la proteina de la capsida
del VHC contenidas en ambos virus es elevada (92,6% a nivel nucleotidico y 98, 2% a nivel
de aa). Se detectan diferencias en las posiciones 75 (TxS), 91 (CxM) y 176 (IxL) de la
proteina de la cépsida expresada. Hasta ahora no se ha establecido claramente la importancia
de un genotipo particular o de motivos de secuencia especificos que resulten criticos para la
infectividad o la aparicion de un efecto letal relacionado con antigenos del VHC.

Los VV recombinantes se han empleado ampliamente como herramientas para la evaluacion
de la respuesta celular inducida contra Ags virales en modelos animales y en humanos. En

particular, se ha empleado el modelo de reto con VV recombinantes para medir la respuesta in
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vivo frente a Ags provenientes del virus de la estomatitis vesicular, el VIH, el virus del
papiloma humano y el VHC, entre otros (Bachmann y cols. 1994; Kent y cols. 1998; Marais y
cols. 1999; Wedemeyer y cols. 2001). En este mismo sentido se evaluaron en el presente
trabajo los VV recombinantes para Ags estructurales del VHC, para estudiar la respuesta
inmune inducida por candidatos vacunales basados en los Ags estructurales de un aislamiento
cubano de genotipo 1b. Se destaca que la co-administracion del plasmidio pIDKE2 y la
proteina recombinante Co.120 generd una respuesta inmune capaz de controlar la infeccion
con el VV vvCore y con el VV vvRE. Otros candidatos vacunales basados en adenovirus y
virus de viruela de canarios han mostrado diferentes grados de proteccion especifica frente a
retos con VV recombinantes (Pancholi y cols. 2003; Arribillaga y cols. 2002), pero los
resultados presentados son la primera demostraciéon de que una mezcla de ADN y proteina
logra este tipo de proteccion. Los resultados del reto con VV recombinantes también permiten
evaluar la importancia de factores como el niimero y frecuencia de las inmunizaciones, asi
como el tiempo necesario para el desarrollo de una respuesta inmune funcional en este
modelo de reto con virus sustituto.

Se ha demostrado que la proteccion frente a la infeccion primaria por VV en ratones se logra a
través de respuesta de LTC, mientras los Acs cooperan en el aclaramiento y evitan la
diseminacion (Hirsch y cols. 1968). Se han hecho estudios de proteccion en los cuales a
ratones BALB/c se les elimina las células T CD8+ y se evidencia la pérdida total de
proteccion frente a un reto con VV recombinante. Sin embargo, el tratamiento con Acs anti-
IFN-y y anti-TNF-a no afect6 el nivel de proteccion (Binder y cols. 1991). Particularmente,
existen evidencias experimentales bien establecidas que indican que en el modelo de reto con
VV recombinantes en ratones, la respuesta protectora estd mediada por la respuesta celular
frente a los Ags compartidos entre el virus y el inmunogeno usado (Doherty y cols. 1989;
Arribillaga y cols. 2002; Murata y cols. 2003). En estudios anteriores se encontrdé que en
ratones esta proteccion estaba mediada por células T CD8+, porque la eliminacion in vivo de
estas células en el momento del reto con un VV recombinante para Ags del VHC, previene la
proteccion inducida por un adenovirus de replicacion deficiente, recombinante para la
proteina no estructural NS3 del VHC (Arribillaga y cols. 2002). Sin embargo, la eliminacion
de las células T CD4+ durante la fase efectora no elimina el efecto protector inducido por la

inmunizacion con el adenovirus, frente al reto con VV. En cambio, la eliminacioén de estas
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células antes de la inmunizacidon con el adenovirus recombinante para la proteina NS3 del
VHC, evit6 la proteccion frente al reto; sugiriendo que la induccién de las células T CD4+
especificas, en este caso particular a NS3, es un paso necesario para la manifestacion de una
inmunidad protectora frente al reto en este modelo animal (Arribillaga y cols. 2002).

Por otra parte, usando ratones que carecen del receptor de IFN-y, se ha podido demostrar que
esta citocina es importante para controlar la infeccion con VV (Huang y cols. 1993). Sin
embargo, la adicién de Acs anti-IFN-y en la fase efectora (dias 1 y 2 después del reto con VV
en ratones BALB/c) no elimina la proteccion frente al reto inducida por la inmunizaciéon con
adenovirus recombinante a NS3. Estos resultados sugieren que en la infeccion con VV el
IFN-y juega un rol importante, principalmente durante la fase de induccion de la respuesta
inmune (Arribillaga y cols. 2002). Por tanto, el sistema de reto con los VV recombinantes
para Ags del VHC de un aislamiento de genotipo 1b, desarrollados en este trabajo, es una
herramienta poderosa para el estudio de la respuesta celular funcional in vivo.

Los poxvirus recombinantes, ademas de utilizarse en sistemas de reto, o como herramientas
para estudios in vitro, se emplean como vectores vivos en estrategias vacunales frente a
diferentes patogenos. Varios candidatos vacunales basados en poxvirus recombinantes han
llegado a estudios clinicos con resultados satisfactorios de seguridad y de generacion de
respuesta inmune (Cao y cols. 2003). Una de las caracteristicas de la respuesta inmune
generada por estos vectores es la generacion de respuesta inmune celular frente a los Ags
heter6logos, lo que es deseable en un candidato vacunal contra el VHC. Esto se debe a que,
aunque no se han establecido completamente los parametros de la respuesta inmune que
correlacionan con la proteccion frente a la infeccion por el VHC, existen evidencias de que la
respuesta celular tiene un rol protagonico. En estudios realizados en chimpancés (Grakoui y
cols. 2003) y humanos (Thimme y cols. 2001) se ha encontrado que el aclaramiento viral y la
recuperacion clinica guardan una fuerte correlacion con la potencia y la especificidad de las
células T. Cuando se induce un agotamiento de los linfocitos T CD4+ o CD8+ se previene el
aclaramiento viral en chimpancés (Shoukry y cols. 2003; Grakoui y cols. 2003), asi como la
recuperacion clinica. Por otra parte, se ha observado en estudios tanto en chimpancés como en
humanos que el fallo en la generacion de respuestas inmunes celulares multiespecificas contra

el VHC en la fase aguda de la infeccion estd asociado a la cronicidad (Bassett y cols. 2001).
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Por estos motivos se persigue que los candidatos vacunales generen respuestas de LTC y
linfoproliferativas frente a los Ags del VHC.

Los avipoxvirus recombinantes han sido poco evaluados como candidatos vacunales contra el
VHC, a pesar de sus ventajas potenciales. Todos los avipoxvirus tienen capacidad
inmunomoduladora (Fachinger y cols, 2000) y particularmente el VVA es capaz de infectar
células dendriticas y estimular células T Ag especificas in vitro (Brown y cols. 2000). Se
conoce que las infecciones virales pueden ser controladas por LTC en ausencia incluso de
respuesta inmune de Acs. Particularmente, la resolucion de la infeccion aguda por el VHC se
ha asociado con una respuesta de linfocitos T CD8+ multiespecificos (Lauer y cols. 2004). En
el presente trabajo se generd el VVA recombinante FPCoEl, que expresa una variante
proteica que comprende los aa 79-338 de la poliproteina viral de un aislamiento del VHC de
genotipo 1b.

La proteina de la capsida y la E1 son blancos relevantes del sistema inmune debido a que
forman parte del virion y tienen funciones importantes en el ciclo de replicacion viral.
Especificamente, la porcion C-terminal de la proteina de la cépsida incluye varios epitopos
bien conservados y reconocidos por linfocitos T CD8+ y CD4+ (Cerny y cols. 1995).
Ademas, la induccion de respuestas fuertes de linfocitos T CD4+ frente a la proteina de la
capsida se ha asociado con infecciones auto-resueltas (Missale y cols. 1996). Sin embargo, en
la regiéon N-terminal de la proteina de la capsida se han detectado secuencias
inmunomoduladoras negativas (Kittlesen y cols. 2000) y epitopos especificos para linfocitos
reguladores negativos CD4+CD25+FoxP3+ (Li y cols. 2007). Por otra parte, la proteina El
tiene poca variabilidad entre aislamientos en comparacion con la otra proteina de la envoltura
del VHC (Weiner y cols. 1991). Especificamente, la respuesta anti-E1 muestra diferentes
grados de reactividad cruzada dependiendo del tipo y subtipo viral (Maertens y cols., 1993).
La mayoria de los pacientes con infeccion cronica no logran generar una respuesta inmune
humoral o celular fuerte frente a E1, a pesar de la existencia de epitopos para células By T en
la proteina (Depraetere S, 1999). Esto puede estar dado por la existencia de una jerarquia de la
respuesta inmune E2>capsida>E1, evidenciada en ratones (Satoi y cols. 2001). Sin embargo,
un candidato vacunal basado en la proteina E1 ha obtenido recientemente resultados

preliminares positivos en cuanto a inmunogenicidad (Leroux-Roels y cols. 2005).
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La respuesta humoral generada por el VVA recombinante FPCoEl en ratones fue muy débil.
Esto esta en concordancia con trabajos previos con poxvirus recombinantes (Robinson y cols.
1999; Vazquez-Blomquist y cols. 2002) y puede ser probablemente explicado por la induccion
preferencial de inmunidad de perfil Thl. De hecho, se gener6 una respuesta de secrecion de
IFN-y en los ratones inmunizados con el VVA recombinante. Las personas infectadas con el
VHC que muestran un incremento en la produccion de IFN-y parecen tener mas posibilidades
de clarificar la infeccion (Rosen y cols. 2002). Ademas, se ha descrito que la eliminacion del
virus en la hepatitis C aguda se asocia con la produccion de IFN-y dependiente de células T
CD8+ en ausencia de dafio hepatico (Thimme y cols. 2001).

Ademas, se ha encontrado que una respuesta fuerte de células T con perfil Thl, especificas
para la proteina de la capsida en pacientes VHC positivos, se relaciona con un curso benigno
de la infeccién o con una respuesta inmune exitosa frente al VHC (Missale y cols. 1996;
Botarelli y cols. 1993).

Se destaca que los ratones inmunizados con el VVA recombinante FPCoEl controlaron de
forma especifica la viremia en un modelo de reto con virus sustituto basado en VV
recombinante, con un 40% de proteccion total. Dicho resultado no ha sido informado hasta el
momento para otros VVA recombinantes, pero si para un adenovirus recombinante para la
proteina NS3 del VHC, con el cual se obtuvo un 66% de proteccion total frente al reto con
VV recombinante en ratones BALB/c (Arribillaga y cols. 2002).

Una limitacion importante de la respuesta inducida por el VVA recombinante, FPCoEl,
administrado de forma individual, es que induce en ratones una proteccion satisfactoria de
corta duracion en el modelo de reto con virus sustituto, pues no se mantiene 11 semanas
después de la segunda inmunizacion con el FPCoEl. Las vacunas basadas en poxvirus
inducen inmunidad frente al vector, y esto puede potencialmente interferir con la capacidad de
inducir o expandir la respuesta de memoria frente al Ag deseado, después de inmunizaciones
repetidas (Harrington y cols. 2002). Las estrategias de sensibilizacién/recuerdo son una
opcion frecuente para subvertir esta dificultad (Webster y cols. 2005; Radaelli y cols. 2003).
Particularmente, los esquemas combinados en los que la dosis de sensibilizacion es con ADN
y la de refuerzo con vectores virales, han generado una fuerte inmunidad celular (Pancholi y
cols. 2003). Por ejemplo, en un estudio en macacos rhesus, utilizando la estrategia de

sensibilizacion con ADN y dosis de recuerdo con MVA recombinantes para Ags del VIH, se
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obtuvieron incrementos en la produccion de Acs y en la respuesta de células T, asi como en la
eficacia protectora (Amara y cols. 2001). La logica de esta estrategia radica en que la
sensibilizacion con ADN genera una inmunidad moderada, pero que persiste cuando es
seguida de una fuerte dosis de recuerdo con un virus recombinante para los mismos Ags que
codifica el ADN (Duenas-Carrera, 2004).

Se plantea que inclusive siguiendo esta estrategia es posible reducir la dosis de ADN
necesaria para la sensibilizacion de los animales (Sedegah y cols. 2000). Este enfoque ha sido
empleado también de forma exitosa en animales, administrando dosis de recuerdo con VVA
recombinantes para Ags del virus de inmunodeficiencia de simios (Radaelli y cols. 2003) y
del VIH (Robinson y cols. 1999). Especificamente, en el caso del VHC, los resultados de
Pancholi y cols (Pancholi y cols. 2000) indican que los ratones que recibieron un plasmidio
que codificaba para la region estructural, asi como para las proteinas NS2 y NS3 del VHC,
con una dosis de recuerdo con virus de viruela de canarios, que codificaba para la misma
region, tuvieron respuestas humorales y celulares incrementadas contra las proteinas virales,
en comparacion con los animales que solo recibieron ADN. Un régimen similar indujo
respuestas celulares potentes contra las proteinas estructurales y no estructurales del VHC, en
ratones transgénicos para HLA2.1. En particular, se observo reactividad de LTC contra la
proteina NS3 sintetizada endogenamente en células de bazo, sin previa expansion in vitro.
Después del reto con un VV recombinante para las proteinas del VHC, los ratones
inmunizados bajo dicho régimen mostraron una completa reduccion de los titulos del VV, en
comparacion con los inmunizados solo con ADN (Pancholi y cols. 2003).

Anteriormente habia sido observado, en conejos y en macacos, que todos los animales
inoculados con el plasmidio pIDKE2 para la inmunizacion con ADN, generaron altos titulos
de Acs contra la proteina de la capsida y las proteinas de la envoltura, aunque en los macacos
la respuesta se desarrolld lentamente (Duenas-Carrera y cols. 2004). Ademas, en el presente
trabajo se evidencid que la preparacion basada en la mezcla del plasmidio pIDKE2 con la
proteina recombinante de la capsida, Co.120, no solo era capaz de generar Acs y respuesta
linfoproliferativa contra todos los Ags estructurales del VHC, sino que después de repetidas
dosis inducia una respuesta especifica que controla la viremia en el modelo de reto con los

VV recombinantes. Teniendo estos elementos en consideracion, se disend un esquema en
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ratones para evaluar la factibilidad de una estrategia de sensibilizacién/recuerdo empleando el
VVA recombinante FPCoE1 y la mezcla del plasmidio pIDKE2 con la proteina Co.120.

Se observé que, en el grupo que recibe el virus recombinante primero y después las dosis de
recuerdo con la mezcla de ADN+proteina, los niveles de Acs son superiores al final del
esquema a los detectados en la variante inversa.

Los esquemas de sensibilizacion/recuerdo estudiados permitieron inducir una respuesta capaz
de controlar la viremia en el modelo de reto con VV recombinante, independientemente de
cuadl inmunoégeno se administrdé primero. Estos resultados difieren de lo informado
previamente empleando un modelo de malaria en ratones, donde se obtuvo una respuesta de
proteccion satisfactoria al sensibilizar con ADN y administrar dosis de recuerdo con un MVA
recombinante, mientras que el esquema inverso no ofrecid proteccion (Schneider y cols.
1998). De acuerdo a nuestros resultados, la inmunizaciéon primero con el virus FPCoEl
permite la induccion de una respuesta especifica temprana contra los Ags del VHC, capaz de
controlar la viremia en el modelo de reto con virus vaccinia recombinante desde la semana 4.
Gracias a la administracion posterior de la mezcla de ADN+proteina, la capacidad de
controlar la viremia en el modelo de reto se detecta aun varias semanas mas tarde. La
importancia de generar una repuesta celular temprana ha sido sugerida por varios estudios
donde se encuentra que las respuestas multiespecificas, tempranas y vigorosas, tanto de LTC
como de células Thl especificas para epitopos del VHC, favorecen la resolucion de la
infeccion y la inmunidad contra el VHC, mientras que las respuestas tardias o poco intensas
se relacionan con el establecimiento de la inmunopatologia hepatica cronica (Lechner y cols.
2000b; Takaki y cols. 2000). Por tanto, nuestros resultados confirman la validez del enfoque
basado en estrategias de sensibilizacién/recuerdo como alternativa para el desarrollo de una
respuesta inmune mas diversa y efectiva.

Con el precedente de las respuestas obtenidas en ratones BALB/c se decidid llevar a cabo un
estudio de inmunogenicidad en un modelo animal que simulara con mayor exactitud la
posible dinamica de expresion, procesamiento y presentacion antigénica del virus FPCoEl en
humanos. De esta manera, se seleccionaron primates no humanos, considerando ademas su
capacidad de infectarse con VV. El diseno del esquema de inmunizacion se sustenta en
estudios precedentes, en los que se obtuvieron resultados positivos utilizando VVA en

diferentes regimenes de inmunizacion. En varios estudios realizados en macacos rhesus
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(Macaca mulatta), con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad generada por varios VVA
recombinantes para Ags del VIH-I, se han utilizado dosis de inmunizacion en el orden de 10
ufp/mono, suministradas siempre por via i.m (Robinson y cols. 1999; Radaelli y cols. 2003).
Para ambos casos, se ha informado la induccion de una respuesta positiva de linfocitos T
CDS8", utilizando estrategias de sensibilizacion/recuerdo. En un trabajo similar, realizado con
otra especie de macacos (Macaca nemestrina), con objetivos similares y manteniendo las
mismas condiciones en cuanto a dosis y via de inoculacion utilizada, se demostr6 también la
capacidad de induccion de respuesta positiva de LTC que implicé la reduccion de la carga
viral referida al VIH-I en animales previamente infectados (Kent y cols. 2000). En todos los
casos antes mencionados, se realizaron las inmunizaciones con el avipoxvirus recombinante
con un intervalo entre dosis que comprende entre 1 y 5 meses. Por todas estas razones, se
decidi6 disefiar un esquema de inmunizacion en el que se llevaran a cabo tres inmunizaciones
a intervalos de 3 meses entre la primera y la segunda, y de 1 mes entre esta ultima y la tercera,
con dosis de 10* ufp/mono, siempre suministradas por via i.m. La utilizacion de una especie
de primate diferente para nuestro estudio (Cercophitecus aethiops sabaeus), con respecto a las
antes mencionadas, est4 sustentada en la disponibilidad real del modelo animal.

La débil respuesta de Acs encontrada, 25% de seroconversion contra E1, en los animales
inmunizados con FPCoE1 es coherente a la encontrada con otros poxvirus de rango hospedero
limitado, en los cuales se producen bajos niveles de Ags virales circulantes (Ramirez y cols.
2000). Ademas, hay que tener presente que las proteinas de la cépsida y la E1 del VHC se
estan expresando a partir del virus FPCoE1 al parecer como una poliproteina no procesada, tal
como se evidencia en los andlisis de electroforesis y Western blotting de los experimentos de
expresion. Esto pudiera estar determinado por la carencia de los primeros 78 aa de la proteina
de la capsida, potencialmente necesarios para el reconocimiento y final procesamiento llevado
a cabo por la peptidasa sefial celular (Grakoui y cols. 1993). Por otra parte, de ocurrir también
in vivo la expresion temprana de la poliproteina CoE1 por el virus FPCoEl, se asegura que el
Ag sea procesado en el interior celular y los epitopos sean presentados en el contexto del
sistema principal de histocompatibilidad de clase I con mayor rapidez (Limbach y cols. 1996).
Este podria ser un factor positivo para lograr la induccion rapida de respuesta inmune, sobre
todo celular. De esta manera, se favorece en buena medida la respuesta celular mediada por

linfocitos T CD8+. Para que se desarrolle una potente y persistente respuesta citotoxica
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resulta conveniente la induccién de una respuesta auxiliadora del tipo 1 (Roitt, 1988). En
nuestro caso, el 50% de los animales mostraron una respuesta linfoproliferativa positiva
contra la proteina de la cépsida y la E1 del VHC. Particularmente, la respuesta de linfocitos
Th contra la proteina de la capsida se ha correlacionado con la clarificacion de la infeccion o
el curso benigno de la enfermedad (Lauer y cols. 2004).

Debido a la carencia de un sistema de proliferacion asequible y de reproduccion confiable de
la infeccion por el VHC, se han establecido sistemas alternativos para estudiar la respuesta
inmune frente al virus. En nuestro caso, el reto con un VV recombinante para los Ags
estructurales del VHC (vvRE), ha sido el modelo alternativo utilizado para el estudio de la
inmunidad protectora inducida por el virus FPCoEl. Los resultados muestran que el VVA
recombinante FPCoEl, induce una respuesta capaz de controlar la infecciéon a niveles no
detectables en todos los monos inmunizados. Estos resultados son superiores a los ya
mencionados (Arribillaga y cols. 2002) en ratones BALB/c inmunizados con un adenovirus
recombinante para la proteina no estructural NS3 del VHC (66%). Siguiendo la misma linea
comparativa, estos resultados son también superiores a los obtenidos ante la inmunizacidén
VLP de Ags estructurales del VHC en ratones BALB/c. En dichos estudios, la reduccion viral
resultod de 1-2 érdenes logaritmicos con respecto al titulo viral medio (Murata y cols. 2003).
De manera significativa, en dos de los cuatro monos inmunizados con el VVA FPCoEl, no se
puede relacionar una respuesta anti-VHC especifica con la proteccion frente al reto, ya que en
estos animales no se detectd respuesta inmune humoral ni respuesta linfoproliferativa en las
condiciones ensayadas. Se requieren experimentos adicionales para dilucidar los elementos
involucrados directamente en la proteccion frente al reto con VV recombinante observado en
estos dos monos.

El papel de los principales efectores del sistema inmune en la proteccion frente al reto con VV
recombinantes para Ags del VHC ha sido previamente demostrado en ratones BALB/c, pero
existe muy poca informacion acerca de este tema en primates no humanos.

Dentro de la sintomatologia tipica de la infeccion con VV se manifiesta la aparicion de
eritemas que pueden estar acompafiados de fiebre y otros sintomas (Vazquez-Blomquist,
1998). A pesar de lo antes mencionado, se observo que en solo uno de los monos del grupo
inmunizado con el VVA FPCoE1 hubo aparicion de una lesion apreciable al segundo dia

posterior al reto, que desapareci6é rapidamente, siendo imperceptible al quinto dia posterior al
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reto. En cambio, en el grupo inmunizado con el virus FP9 se observaron lesiones en los
monos desde el segundo dia para uno y desde el quinto dia para el otro, que se mantuvieron al
menos hasta el séptimo dia posterior al reto. Estos resultados pudieran guardar una relacion
indirecta con la potencia de la respuesta inmune especifica generada ante el vvRE, partiendo
de la premisa de que a mayor numero de efectores previamente generados contra el vwvRE mas
rapida serd su clarificacion y con ello menos perceptible su manifestacion clinica.

Los experimentos de reto con VV recombinantes para Ags del VHC, si bien no reproducen la
infeccion por el VHC en humanos, permiten estudiar la proteccion antiviral especifica contra
este patogeno, mediada fundamentalmente por células T (Duenas-Carrera, 2004). Un andlisis
global de los resultados obtenidos pone de manifiesto la capacidad del VVA recombinante,
FPCoEl, para inducir una respuesta inmune especifica en ratones y primates no humanos,
potencialmente efectiva contra la infeccion por el VHC. Estos elementos convierten al virus
FPCoE1 en un candidato vacunal atractivo para su posterior evaluacion en humanos, ya sea de

forma individual o en combinacion con otros candidatos vacunales.
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6. Conclusiones

1- Los virus vaccinia recombinantes obtenidos en este trabajo, que expresan la proteina de la
capsida de un aislamiento del VHC de genotipo 1b de forma individual o como poliproteina,

tienen una capacidad replicativa similar al virus vaccinia parental.

2- El reto con los virus vaccinia recombinantes para proteinas estructurales del VHC de
genotipo 1b permite evidenciar que una mezcla compuesta por una variante de la proteina de
la cépsida del VHC y un plasmidio para la inmunizacién con ADN, que expresa los antigenos
estructurales de este patdgeno, induce una respuesta inmune especifica capaz de controlar la

replicacion de un virus sustituto.

3- La inmunizacion con el virus de viruela aviar FPCoEl, recombinante para una variante de
la proteina de la capsida y la E1 de un aislamiento del VHC de genotipo 1b, induce una
respuesta inmune especifica en ratones y primates no humanos, capaz de conferir proteccion
en un modelo de reto con virus vaccinia recombinante para los antigenos estructurales del

VHC.

4- La combinacion del virus de viruela aviar FPCoEl con una mezcla compuesta por una
variante de la proteina de la capsida del VHC y un plasmidio para la inmunizacién con ADN
que expresa los antigenos estructurales de este patdogeno, en esquemas de
sensibilizacion/recuerdo en ratones, permite mejorar la respuesta de anticuerpos contra los
antigenos del VHC inducida por el virus FPCoEl, asi como prolongar en el tiempo la
capacidad para controlar la viremia en el modelo de reto con virus vaccinia recombinante para

antigenos estructurales del VHC.
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7. Recomendaciones

1- Generar, caracterizar, y comparar con los virus vaccinia vvCore y vvRE, virus vaccinia
recombinantes que expresen la E1 y la E2 de un aislamiento de genotipo 1b del VHC, de

forma individual o como heterodimero.

2- Emplear el reto con el virus vaccinia recombinante vVRE como herramienta para la
evaluacion de otros candidatos vacunales, incluyendo mezclas de proteinas recombinantes,

capaces de inducir una respuesta inmune positiva contra los antigenos estructurales del VHC.

3- Profundizar en el estudio de la respuesta inmune inducida por el FPCoEl en modelos
animales, incluyendo el conocimiento detallado de los elementos involucrados en la
proteccion frente al reto con virus vaccinia recombinante para los antigenos estructurales del

VHC.
4- Estudiar la respuesta inmune inducida por esquemas de sensibilizacion/recuerdo en

primates no humanos empleando el virus FPCoEl en combinacidon con otros candidatos

vacunales basados en preparaciones de ADN o mezclas de proteinas recombinantes.
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Anexo 1
Secuencia del plasmidio pVACore
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2161

2241

2321

2401

2481

2561

2641

ATCGAATTCT
TAGCTTAAGA

CATGCGCCAG
GTACGCGGTC
_HisAlaLeu
GTGAGGGTAT
CACTCCCATA

GATCTGTCGA
CTAGACAGCT
CCACCCGCTT
GGTGGGCGAA
TCTAATTTAT
AGATTAAATA
AAACCCTGGC
TTTGGGACCG
CCGATCGCCC
GGCTAGCGGG
GAAAGCTGGC
CTTTCGACCG
GCCCATCTAC
CGGGTAGATG
CGCTCACATT
GCGAGTGTAA
CATCTGTGGT
GTAGACACCA
ACGCGCCGGA
TGCGCGGCCT
GGATGAGCGG
CCTACTCGCC
TTTAATGATG
AAATTACTAC
AGTTTCTTTA
TCAAAGAAAT
GTTATGCCGA
CAATACGGCT
GCGGTGGTTG
CGCCACCAAC
TGAAAATGGT
ACTTTTACCA
GTCAGGTCAT
CAGTCCAGTA
CATTATCCGA
GTAATAGGCT
CCACGGCATG
GGTGCCGTAC
TGCAGCGCGA
ACGTCGCGCT
CTGTATCGCT
GACATAGCGA
TATTATTTGC
ATAATAAACG
TTTCGCTACC
AAAGCGATGG
AAATACTGGC
TTTATGACCG
ATATGATGAA
TATACTACTT
ACGGTCTGGT
TGCCAGACCA
TTATCCGGGC

TAGAGAGAGA AAGAGCAACC GGGCAGATTC CCTGTTGCAT AATTCACGCC GTCCTCCAGA ACCCGGACGC
ATCTCTCTCT TTCTCGTTGG CCCGTCTAAG GGACAACGTA TTAAGTGCGG CAGGAGGTCT TGGGCCTGCG

LeuSerPhe SerCysGly ProLeuAsnGly ThrAlaTyr AsnValGly AspGluLeuVal ArgValGly-
GGCCCTGGCA GCGCCCCCTA GGGGGGCGCC GACGAGCGGA ATGTACCCCA TGAGGTCGGC GAAGCCGCAT
CCGGGACCGT CGCGGGGGAT CCCCCCGCGG CTGCTCGCCT TACATGGGGT ACTCCAGCCG CTTCGGCGTA
AlaArgAlaAla GlyGlyLeu ProAlaGly ValLeuProlle TyrGlyMet LeuAspAla PheGlyCysThr -
CGATGACCTT ACCCAAATTA CGCGACCTAC GCCGGGGGTC AGTGGGGCCC CAACTAGGCC GAGAGCCACG
GCTACTGGAA TGGGTTTAAT GCGCTGGATG CGGCCCCCAG TCACCCCGGG GTTGATCCGG CTCTCGGTGC
..LeuThrAsp lleValLys GlyLeuAsnArg SerArgArg ArgProAsp ThrProGlyTrp SerProArg SerGlyArg
GGGTGACAGG AGCCATCCTG CCCATCCCAT GCCCTCGTTA CCATAGAGGG GCCAAGGGTA CCCGGGCTGG GCCCAGGACC
CCCACTGTCC TCGGTAGGAC GGGTAGGGTA CGGGAGCAAT GGTATCTCCC CGGTTCCCAT GGGCCCGACC CGGGTCCTGG
ProSerLeuLeu TrpGlyAla TrpGlyMet GlyGluAsnGly TyrLeuPro TrpProTyr GlyProGInAla TrpSerArg-
TGCCCTCGGG CCGGCGAGCC TTGGGGATAG GTTGTCGCCT TCCACGAGGT TGCGACCGCT CGGAAGTCTT CCTAGTTGCG
ACGGGAGCCC GGCCGCTCGG AACCCCTATC CAACAGCGGA AGGTGCTCCA ACGCTGGCGA GCCTTCAGAA GGATCAACGC
.GlyGluPro ArgArgAlaLys ProllePro GInArgArg GlyArgProGIn SerArgGlu SerThrLys ArgThrAlaArg-
CGCACACCCA ACCTGGGGCC CCTGCGCGGC AACAGGTAAA CTCCACCAAC GATCTGACCA CCGCCCGGGA ACTTGACGTC
GCGTGTGGGT TGGACCCCGG GGACGCGCCG TTGTCCATTT GAGGTGGTTG CTAGACTGGT GGCGGGCCCT TGAACTGCAG
..ValGlyLeu ArgProGly ArgArgProLeu LeuTyrVal GlyGlyVal
CTGTGGGCGG CGGTTGGTGT TACGTTTGGT
GACACCCGCC GCCAACCACA ATGCAAACCA
GInProArgArg AsnThrAsn ArgLysThr

CTTCGAGCTT
GAAGCTCGAA
TTTATAGTAA
AAATATCATT
TGCACGGTAA
ACGTGCCATT
GTTACCCAAC
CAATGGGTTG
TTCCCAACAG
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TGGAGTGCGA
ACCTCACGCT
ACCAACGTAA
TGGTTGCATT
TAATGTTGAT
ATTACAACTA
GCAACGGGCG
CGTTGCCCGC
GAAAACCGCC
CTTTTGGCGG
CATTTTCCGT
GTAAAAGGCA
ATTTCAGCCG
TAAAGTCGGC
TGGCAGGGTG
ACCGTCCCAC
TCGCGTCACA
AGCGCAGTGT
AACTGCACAC
TTGACGTGTG
CTGCTGCTGC
GACGACGACG
GGATGAGCAG
CCTACTCGTC
ACCATCCGCT
TGGTAGGCGA
GTGCCAATGA
CACGGTTACT
TCGTAATCAC
AGCATTAGTG
GGATCAAATC
CCTAGTTTAG
CCGATGTACG
GGCTACATGC
TGGAGAGACG
ACCTCTCTGC
AGGCGTTTCG
TCCGCAAAGC
AACGGCAACC
TTGCCGTTGG
CTTTGCCGAC
GAAACGGCTG
AAACCATCGA

TAAATATAAG
GTTTTTCACC
CAAAAAGTGG
GGAAGTAGAT
CCTTCATCTA
TTAATCGCCT
AATTAGCGGA
TTGCGCAGCC
AACGCGTCGG
TCTTCCTGAG
AGAAGGACTC
CCTATCCCAT
GGATAGGGTA
GAAAGCTGGC
CTTTCGACCG
CTGGGTCGGT
GACCCAGCCA
TCGCGGTGAT
AGCGCCACTA
GACGTCTCGT
CTGCAGAGCA
CGCTGTACTG
GCGACATGAC
AAACGCAGGT
TTTGCGTCCA
CTACGTCTCA
GATGCAGAGT
CGCCGACGGC
GCGGCTGCCG
TGAACGGCAA
ACTTGCCGTT
ACGATGGTGC
TGCTACCACG
GTGGTACACG
CACCATGTGC
ATCGTCTGAC
TAGCAGACTG
CCGAGTGTGA
GGCTCACACT
TGTCGATCCT
ACAGCTAGGA
CGCGCGTGGA
GCGCGCACCT
CGCCCGCTGA
GCGGGCGACT
TCAGTATCCC
AGTCATAGGG
CGTGGTCGGC
GCACCAGCCG
CGCACGCCGC
GCGTGCGGCG
AGTGACCAGC

GTTTTTTTTT
CATAAATAAT
GTATTTATTA
CATAACTCGA
GTATTGAGCT
TGCAGCACAT
ACGTCGTGTA
TGAATGGCGA
ACTTACCGCT
GCCGATACTG
CGGCTATGAC
TACGGTCAAT
ATGCCAGTTA
TACAGGAAGG
ATGTCCTTCC
TACGGCCAGG
ATGCCGGTCC
GGTGCTGCGT
CCACGACGCA
TGCTGCATAA
ACGACGTATT
GAGGCTGAAG
CTCCGACTTC
CGCCAGCGGC
GCGGTCGCCG
ACGTCGAAAA
TGCAGCTTTT
ACGCTGATTG
TGCGACTAAC
GCCGTTGCTG
CGGCAACGAC
AGGATATCCT
TCCTATAGGA
CTGTGCGACC
GACACGCTGG
CGATGATCCG
GCTACTAGGC
TCATCTGGTC
AGTAGACCAG
TCCCGCCCGG
AGGGCGGGCC
TGAAGACCAG
ACTTCTGGTC
TCCTTTGCGA
AGGAAACGCT
CGTTTACAGG
GCAAATGTCC
TTACGGCGGT
AATGCCGCCA
ATCCAGCGCT
TAGGTCGCGA
GAATACCTGT

AAATAAAATT
TTTATTTTAA
AAATACAATA
TTTATGTTAT
GCATGGGAGA
CGTACCCTCT
CCCCCTTTCG
GGGGGAAAGC
ATGGCGCTTT
TACCGCGAAA
TCGTCGTCCC
AGCAGCAGGG
CCGCCGTTTG
GGCGGCAAAC
CCAGACGCGA
GGTCTGCGCT
ACAGTCGTTT
TGTCAGCAAA
TGGAGTGACG
ACCTCACTGC
ACCGACTACA
TGGCTGATGT
TTCAGATGTG
AAGTCTACAC
ACCGCGCCTT
TGGCGCGGAA
CCCGAAACTG
GGGCTTTGAC
AAGCAGAAGC
TTCGTCTTCG
ATTCGAGGCG
TAAGCTCCGC
GCTGATGAAG
CGACTACTTC
GCTACGGCCT
CGATGCCGGA
CGCTGGCTAC
GCGACCGATG
GCTGGGGAAT
CGACCCCTTA
TGCAGTATGA
ACGTCATACT
CCCTTCCCGG
GGGAAGGGCC
ATACGCCCAC
TATGCGGGTG
GCGGCTTCGT
CGCCGAAGCA
GATTTTGGCG
CTAAAACCGC
GACGGAAGCA
CTGCCTTCGT
TCCGTCATAG

11eGInGlyGly GlyProPhe LysValAsp
TTTTCTTTGA GGTTTAGGAT TCGTGCTCAT
AAAAGAAACT CCAAATCCTA AGCACGAGTA

LysArgGInPro LysProAsn ThrSerMet
ATTTATATTC CAAAAAAAAA

TCAATTTTTA
AGTTAAAAAT
ATTAATTTCT
TAATTAAAGA
TCCCGTCGTT
AGGGCAGCAA
CCAGCTGGCG
GGTCGACCGC
GCCTGGTTTC
CGGACCAAAG
CTCAAACTGG
GAGTTTGACC
TTCCCACGGA
AAGGGTGCCT
ATTATTTTTG
TAATAAAAAC
GCCGTCTGAA
CGGCAGACTT
GCAGTTATCT
CGTCAATAGA
CAAATCAGCG
GTTTAGTCGC
CGGCGAGTTG
GCCGCTCAAC
TCGGCGGTGA
AGCCGCCACT
TGGAGCGCCG
ACCTCGCGGC
CTGCGATGTC
GACGCTACAG
TTAACCGTCA
AATTGGCAGT
CAGAACAACT
GTCTTGTTGA
GTATGTGGTG
CATACACCAC
CGGCGATGAG
GCCGCTACTC
GAATCAGGCC
CTTAGTCCGG
AGGCGGCGGA
TCCGCCGCCT
CTGTGCCGAA
GACACGGCTT
GCGATGGGTA
CGCTACCCAT
CTGGGACTGG
GACCCTGACC
ATACGCCGAA
TATGCGGCTT
AAACACCAGC
TTTGTGGTCG
CGATAACGAG

CTAGATTCGC
GATCTAAGCG

AGCTTTCACT
TCGAAAGTGA
CGTAAAAGTA
GCATTTTCAT
TTACAACGTC
AATGTTGCAG
TAATAGCGAA
ATTATCGCTT
CGGCACCAGA
GCCGTGGTCT
CAGATGCACG
GTCTACGTGC
GAATCCGACG
CTTAGGCTGC
ATGGCGTTAA
TACCGCAATT
TTTGACCTGA
AAACTGGACT
GGAAGATCAG
CCTTCTAGTC
ATTTCCATGT
TAAAGGTACA
CGTGACTACC
GCACTGATGG
AATTATCGAT
TTAATAGCTA
AAATCCCGAA
TTTAGGGCTT
GGTTTCCGCG
CCAAAGGCGC
CGAGCATCAT
GCTCGTAGTA
TTAACGCCGT
AATTGCGGCA
GATGAAGCCA
CTACTTCGGT
CGAACGCGTA
GCTTGCGCAT
ACGGCGCTAA
TGCCGCGATT
GCCGACACCA
CGGCTGTGGT
ATGGTCCATC
TACCAGGTAG
ACAGTCTTGG
TGTCAGAACC
GTGGATCAGT
CACCTAGTCA
CGATCGCCAG
GCTAGCGGTC
AGCAGTTTTT
TCGTCAAAAA
CTCCTGCACT

TAGTGGCTGA
ATCACCGACT

AATTCCAAAC
TTAAGGTTTG
GAAAATATAT
CTTTTATATA
GTGACTGGGA
CACTGACCCT
GAGGCCCGCA
CTCCGGGCGT
AGCGGTGCCG
TCGCCACGGC
GTTACGATGC
CAATGCTACG
GGTTGTTACT
CCAACAATGA
CTCGGCGTTT
GAGCCGCAAA
GCGCATTTTT
CGCGTAAAAA
GATATGTGGC
CTATACACCG
TGCCACTCGC
ACGGTGAGCG
TACGGGTAAC
ATGCCCATTG
GAGCGTGGTG
CTCGCACCAC
TCTCTATCGT
AGAGATAGCA
AGGTGCGGAT
TCCACGCCTA
CCTCTGCATG
GGAGACGTAC
GCGCTGTTCG
CGCGACAAGC
ATATTGAAAC
TATAACTTTG
ACGCGAATGG
TGCGCTTACC
TCACGACGCG
AGTGCTGCGC
CGGCCACCGA
GCCGGTGGCT
AAAAAATGGC
TTTTTTACCG
CGGTTTCGCT
GCCAAAGCGA
CGCTGATTAA
GCGACTAATT
TTCTGTATGA
AAGACATACT
CCAGTTCCGT
GGTCAAGGCA
GGATGGTGGC
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2721

2801

2881

2961

3041

3121

3201

3281

3361

3441

3521

3601

3681

3761

3841

3921

4001

4081

4161

4241

4321

4401

4481

4561

4641

4721

4801

4881

4961

5041

5121

5201

5281

5361

5441

5521

5601

5681

5761

5841

AATAGGCCCG
GCTGGATGGT
CGACCTACCA
AACTACCGCA
TTGATGGCGT
GCCGGGCACA
CGGCCCGTGT
CCCGCATCTG
GGGCGTAGAC
TTCTTTCACA
AAGAAAGTGT
AACGACATTG
TTGCTGTAAC
GGCCGAAGCA
CCGGCTTCGT
ATCAGGGGAA
TAGTCCCCTT
GAAGTGGCGA
CTTCACCGCT
GCTCGGATTA
CGAGCCTAAT
ACATGTATAC
TGTACATATG
TGGCGCGGCG
ACCGCGCCGC
CGCGGAAGAA
GCGCCTTCTT
CGGCGGAATT
GCCGCCTTAA
ATCCACTAGT
TAGGTGATCA
CCGTCACATA
GGCAGTGTAT
ATTACTGATA
TAATGACTAT
TACTAAATCA
ATGATTTAGT
GTAGTACAAC
CATCATGTTG
GCCGTGGCAA
CGGCACCGTT
TTTTGACTTA
AAAACTGAAT
CAAAAGACTA
GTTTTCTGAT
GATTACCATT
CTAATGGTAA
AAATATTTAC
TTTATAAATG
ATGGCGTTAG
TACCGCAATC
ACCAAGCTCT
TGGTTCGAGA
ACTGACTCGC
TGACTGAGCG
ATCAGGGGAT
TAGTCCCCTA
CGTTTTTCCA
GCAAAAAGGT
CTATAAAGAT
GATATTTCTA
GTCCGCCTTT
CAGGCGGAAA
GCTCCAAGCT
CGAGGTTCGA
AACCCGGTAA
TTGGGCCATT
TACAGAGTTC
ATGTCTCAAG
TTACCTTCGG
AATGGAAGCC
CAGCAGATTA
GTCGTCTAAT
AAACTCACGT
TTTGAGTGCA
TTAAATCAAT
AATTTAGTTA
ATCTGTCTAT
TAGACAGATA
CCCCAGTGCT
GGGGTCACGA

TTTGGTAGCT
AAGCCGCTGG
TTCGGCGACC
GCCGGAGAGC
CGGCCTCTCG
TCAGCGCCTG
AGTCGCGGAC
ACCACCAGCG
TGGTGGTCGC
GATGTGGATT
CTACACCTAA
GCGTAAGTGA
CGCATTCACT
GCGTTGTTGC
CGCAACAACG
AACCTTATTT
TTGGAATAAA
GCGATACACC
CGCTATGTGG
GGGCCGCAAG
CCCGGCGTTC
CCCGTACGTC
GGGCATGCAG
ACTTCCAGTT
TGAAGGTCAA
GGCACATGGC
CCGTGTACCG
CAGCTGAGCG
GTCGACTCGC
TCTAGAGCGG
AGATCTCGCC
CACTAGTGAT
GTGATCACTA
AAGAAGAAGA
TTCTTCTTCT
ACCACCGATG
TGGTGGCTAC
CTCTATTAGC
GAGATAATCG
TATTCTGTAT
ATAAGACATA
CATAAATGTC
GTATTTACAG
TGGGAATATA
ACCCTTATAT
ACGTTAACAG
TGCAATTGTC
GGAACTTCTA
CCTTGAAGAT
AAGTCTTAAA
TTCAGAATTT
GCATTAATGA
CGTAATTACT
TGCGCTCGGT
ACGCGAGCCA
AACGCAGGAA
TTGCGTCCTT
TAGGCTCCGC
ATCCGAGGCG
ACCAGGCGTT
TGGTCCGCAA
CTCCCTTCGG
GAGGGAAGCC
GGGCTGTGTG
CCCGACACAC
GACACGACTT
CTGTGCTGAA
TTGAAGTGGT
AACTTCACCA
AAAAAGAGTT
TTTTTCTCAA
CGCGCAGAAA
GCGCGTCTTT
TAAGGGATTT
ATTCCCTAAA
CTAAAGTATA
GATTTCATAT
TTCGTTCATC
AAGCAAGTAG
GCAATGATAC
CGTTACTATG

TCACTGGTCG
CAAGCGGTGA
GTTCGCCACT
GCCGGGCAAC
CGGCCCGTTG
GCAGCAGTGG
CGTCGTCACC
AAATGGATTT
TTTACCTAAA
GGCGATAAAA
CCGCTATTTT
AGCGACCCGC
TCGCTGGGCG
AGTGCACGGC
TCACGTGCCG
ATCAGCCGGA
TAGTCGGCCT
GCATCCGGCG
CGTAGGCCGC
AAAACTATCC
TTTTGATAGG
TTCCCGAGCG
AAGGGCTCGC
CAACATCAGC
GTTGTAGTCG
TGAATATCGA
ACTTATAGCT
CCGGTCGCTA
GGCCAGCGAT
CCGCCACCGC
GGCGGTGGCG
AGCATTAATA
TCGTAATTAT
TCATACAGTC
AGTATGTCAG
ATGCGGATCT
TACGCCTAGA
AATTATAAAA
TTAATATTTT
TACATATTAT
ATGTATAATA
TGGGATAGTA
ACCCTATCAT
TTTGGATTTG
AAACCTAAAC
AGAGGCCATC
TCTCCGGTAG
AAACTGCTGT
TTTGACGACA
AATACGTACC
TTATGCATGG
ATCGGCCAAC
TAGCCGGTTG
CGTTCGGCTG
GCAAGCCGAC
AGAACATGTG
TCTTGTACAC
CCCCCTGACG
GGGGGACTGC
TCCCCCTGGA
AGGGGGACCT
GAAGCGTGGC
CTTCGCACCG
CACGAACCCC
GTGCTTGGGG
ATCGCCACTG
TAGCGGTGAC
GGCCTAACTA
CCGGATTGAT
GGTAGCTCTT
CCATCGAGAA
AAAAGGATCT
TTTTCCTAGA
TGGTCATGAG
ACCAGTACTC
TATGAGTAAA
ATACTCATTT
CATAGTTGCC
GTATCAACGG
CGCGAGACCC
GCGCTCTGGG

CTTATGGACA
AGTGCCTCTG
TCACGGAGAC
TCTGGCTCAC
AGACCGAGTG
CGTCTGGCGG
GCAGACCGCC
TTGCATCGAG
AACGTAGCTC
AACAACTGCT
TTGTTGACGA
ATTGACCCTA
TAACTGGGAT
AGATACACTT
TCTATGTGAA
AAACCTACCG
TTTGGATGGC
CGGATTGGCC
GCCTAACCGG
CGACCGCCTT
GCTGGCGGAA
AAAACGGTCT
TTTTGCCAGA
CGCTACAGTC
GCGATGTCAG
CGGTTTCCAT
GCCAAAGGTA
CCATTACCAG
GGTAATGGTC
GGTGGCGACT
CCACCGCTGA
CAGTAAGTGC
GTCATTCACG
ACAGACACTG
TGTCTGTGAC
TTATGATACG
AATACTATGC
CCAAGGACTT
GGTTCCTGAA
ATATATAATA
TATATATTAT
AAATCTATCA
TTTAGATAGT
TGGTGTCCCA
ACCACAGGGT
TGGAAGGGAA
ACCTTCCCTT
GAATACAGCG
CTTATGTCGC
TAATGCCTTA
ATTACGGAAT
GCGCGGGGAG
CGCGCCCCTC
CGGCGAGCGG
GCCGCTCGCC
AGCAAAAGGC
TCGTTTTCCG
AGCATCACAA
TCGTAGTGTT
AGCTCCCTCG
TCGAGGGAGC
GCTTTCTCAT
CGAAAGAGTA
CCGTTCAGCC
GGCAAGTCGG
GCAGCAGCCA
CGTCGTCGGT
CGGCTACACT
GCCGATGTGA
GATCCGGCAA
CTAGGCCGTT
CAAGAAGATC
GTTCTTCTAG
ATTATCAAAA
TAATAGTTTT
CTTGGTCTGA
GAACCAGACT
TGACTCCCCG
ACTGAGGGGC
ACGCTCACCG
TGCGAGTGGC

AGGCAGTATC
GATGTCGCTC
CTACAGCGAG
AGTACGCGTA
TCATGCGCAT
AAAACCTCAG
TTTTGGAGTC
CTGGGTAATA
GACCCATTAT
GACGCCGCTG
CTGCGGCGAC
ACGCCTGGGT
TGCGGACCCA
GCTGATGCGG
CGACTACGCC
GATTGATGGT
CTAACTACCA
TGAACTGCCA
ACTTGACGGT
ACTGCCGCCT
TGACGGCGGA
GCGCTGCGGG
CGCGACGCCC
AACAGCAACT
TTGTCGTTGA
ATGGGGATTG
TACCCCTAAC
TTGGTCTGGT
AACCAGACCA
CCGGAACCAA
GGCCTTGGTT
ATCATCTGGA
TAGTAGACCT
TCTCATACAC
AGAGTATGTG
TACAATGATA
ATGTTACTAT
TGTAGAAATA
ACATCTTTAT
AACGTTCACG
TTGCAAGTGC
TATTGAGCGG
ATAACTCGCC
TACCACTAGA
ATGGTGATCT
TACCCGCCGG
ATGGGCGGCC
GCTATTAATA
CGATAATTAT
CTCGGTGTAT
GAGCCACATA
AGGCGGTTTG
TCCGCCAAAC
TATCAGCTCA
ATAGTCGAGT
CAGCAAAAGG
GTCGTTTTCC
AAATCGACGC
TTTAGCTGCG
TGCGCTCTCC
ACGCGAGAGG
AGCTCACGCT
TCGAGTGCGA
CGACCGCTGC
GCTGGCGACG
CTGGTAACAG
GACCATTGTC
AGAAGGACAG
TCTTCCTGTC
ACAAACCACC
TGTTTGGTGG
CTTTGATCTT
GAAACTAGAA
AGGATCTTCA
TCCTAGAAGT
CAGTTACCAA
GTCAATGGTT
TCGTGTAGAT
AGCACATCTA
GCTCCAGATT
CGAGGTCTAA

GCTATTGCTC
CACAAGGTAA
GTGTTCCATT
GTGCAACCGA
CACGTTGGCT
TGTGACGCTC
ACACTGCGAG
AGCGTTGGCA
TCGCAACCGT
CGCGATCAGT
GCGCTAGTCA
CGAACGCTGG
GCTTGCGACC
TGCTGATTAC
ACGACTAATG
AGTGGTCAAA
TCACCAGTTT
GCTGGCGCAG
CGACCGCGTC
GTTTTGACCG
CAAAACTGGC
ACGCGCGAAT
TGCGCGCTTA
GATGGAAACC
CTACCTTTGG
GTGGCGACGA
CACCGCTGCT
GTCAAAAATA
CAGTTTTTAT
TTACTGATAA
AATGACTATT
GAATCCACAA
CTTAGGTGTT
TACAGTAAGT
ATGTCATTCA
ATGATACAGT
TACTATGTCA
TTTGGTATTA
AAACCATAAT
TAAATACAAA
ATTTATGTTT
ACCATCTGGT
TGGTAGACCA
TTTCCTCGTC
AAAGGAGCAG
AAACTTTCTA
TTTGAAAGAT
ATCGTATTTG
TAGCATAAAC
ATAAGACCTA
TATTCTGGAT
CGTATTGGGC
GCATAACCCG
CTCAAAGGCG
GAGTTTCCGC
CCAGGAACCG
GGTCCTTGGC
TCAAGTCAGA
AGTTCAGTCT
TGTTCCGACC
ACAAGGCTGG
GTAGGTATCT
CATCCATAGA
GCCTTATCCG
CGGAATAGGC
GATTAGCAGA
CTAATCGTCT
TATTTGGTAT
ATAAACCATA
GCTGGTAGCG
CGACCATCGC
TTCTACGGGG
AAGATGCCCC
CCTAGATCCT
GGATCTAGGA
TGCTTAATCA
ACGAATTAGT
AACTACGATA
TTGATGCTAT
TATCAGCAAT
ATAGTCGTTA

GAGGACGTGA
ACAGTTGATT
TGTCAACTAA
ACGCGACCGC
TGCGCTGGCG
CCCGCCGCGT
GGGCGGCGCA
ATTTAACCGC
TAAATTGGCG
TCACCCGTGC
AGTGGGCACG
AAGGCGGCGG
TTCCGCCGCC
GACCGCTCAC
CTGGCGAGTG
TGGCGATTAC
ACCGCTAATG
GTAGCAGAGC
CATCGTCTCG
CTGGGATCTG
GACCCTAGAC
TGAATTATGG
ACTTAATACC
AGCCATCGCC
TCGGTAGCGG
CTCCTGGAGC
GAGGACCTCG
ATAATAACCG
TATTATTGGC
TGTAGAAGAT
ACATCTTCTA
CAGACGAGAC
GTCTGCTCTG
ACATCATCTG
TGTAGTAGAC
ACCACCAACT
TGGTGGTTGA
CCGCATTAAT
GGCGTAATTA
ACAGAGAACA
TGTCTCTTGT
TCAGGAAAGA
AGTCCTTTCT
CTATGGAACG
GATACCTTGC
GAACATACTG
CTTGTATGAC
TGTGATGGAT
ACACTACCTA
CCTCTCTTAA
GGAGAGAATT
GCTCTTCCGC
CGAGAAGGCG
GTAATACGGT
CATTATGCCA
TAAAAAGGCC
ATTTTTCCGG
GGTGGCGAAA
CCACCGCTTT
CTGCCGCTTA
GACGGCGAAT
CAGTTCGGTG
GTCAAGCCAC
GTAACTATCG
CATTGATAGC
GCGAGGTATG
CGCTCCATAC
CTGCGCTCTG
GACGCGAGAC
GTGGTTTTTT
CACCAAAAAA
TCTGACGCTC
AGACTGCGAG
TTTAAATTAA
AAATTTAATT
GTGAGGCACC
CACTCCGTGG
CGGGAGGGCT
GCCCTCCCGA
AAACCAGCCA
TTTGGTCGGT

CCTACCACCG
GAACTGCCTG
CTTGACGGAC
ATGGTCAGAA
TACCAGTCTT
CCCACGCCAT
GGGTGCGGTA
CAGTCAGGCT
GTCAGTCCGA
ACCGCTGGAT
TGGCGACCTA
GCCATTACCA
CGGTAATGGT
GCGTGGCAGC
CGCACCGTCG
CGTTGATGTT
GCAACTACAA
GGGTAAACTG
CCCATTTGAC
CCATTGTCAG
GGTAACAGTC
CCCACACCAG
GGGTGTGGTC
ATCTGCTGCA
TAGACGACGT
CCGTCAGTAT
GGCAGTCATA
GGCAGGGGGG
CCGTCCCcceee
CATACAGACA
GTATGTCTGT
TCCGGAACCA
AGGCCTTGGT
GAATTGTCAC
CTTAACAGTG
ACTGTAGGCG
TGACATCCGC
TATATTGTCG
ATATAACAGC
AAGTCTAGAT
TTCAGATCTA
CAGCCATAGC
GTCGGTATCG
AGAAGGTGTC
TCTTCCACAG
AGTTTTTAGG
TCAAAAATCC
CTAAACATCG
GATTTGTAGC
AATGGTTGAG
TTACCAACTC
TTCCTCGCTC
AAGGAGCGAG
TATCCACAGA
ATAGGTGTCT
GCGTTGCTGG
CGCAACGACC
CCCGACAGGA
GGGCTGTCCT
CCGGATACCT
GGCCTATGGA
TAGGTCGTTC
ATCCAGCAAG
TCTTGAGTCC
AGAACTCAGG
TAGGCGGTGC
ATCCGCCACG
CTGAAGCCAG
GACTTCGGTC
TGTTTGCAAG
ACAAACGTTC
AGTGGAACGA
TCACCTTGCT
AAATGAAGTT
TTTACTTCAA
TATCTCAGCG
ATAGAGTCGC
TACCATCTGG
ATGGTAGACC
GCCGGAAGGG
CGGCCTTCCC
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ANexos

5921 CCGAGCGCAG AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT AATTGTTGCC GGGAAGCTAG AGTAAGTAGT
GGCTCGCGTC TTCACCAGGA CGTTGAAATA GGCGGAGGTA GGTCAGATAA TTAACAACGG CCCTTCGATC TCATTCATCA
6001 TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT GCCATTGCTA CAGGCATCGT GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC
AGCGGTCAAT TATCAAACGC GTTGCAACAA CGGTAACGAT GTCCGTAGCA CCACAGTGCG AGCAGCAAAC CATACCGAAG
6081 ATTCAGCTCC GGTTCCCAAC GATCAAGGCG AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC TCCTTCGGTC
TAAGTCGAGG CCAAGGGTTG CTAGTTCCGC TCAATGTACT AGGGGGTACA ACACGTTTTT TCGCCAATCG AGGAAGCCAG
6161 CTCCGATCGT TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT ATGGCAGCAC TGCATAATTC TCTTACTGTC
GAGGCTAGCA ACAGTCTTCA TTCAACCGGC GTCACAATAG TGAGTACCAA TACCGTCGTG ACGTATTAAG AGAATGACAG
6241 ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT GGTGAGTACT CAACCAAGTC ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG
TACGGTAGGC ATTCTACGAA AAGACACTGA CCACTCATGA GTTGGTTCAG TAAGACTCTT ATCACATACG CCGCTGGCTC
6321 TTGCTCTTGC CCGGCGTCAA TACGGGATAA TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT GGAAAACGTT
AACGAGAACG GGCCGCAGTT ATGCCCTATT ATGGCGCGGT GTATCGTCTT GAAATTTTCA CGAGTAGTAA CCTTTTGCAA
6401 CTTCGGGGCG AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG ATGTAACCCA CTCGTGCACC CAACTGATCT
GAAGCCCCGC TTTTGAGAGT TCCTAGAATG GCGACAACTC TAGGTCAAGC TACATTGGGT GAGCACGTGG GTTGACTAGA
6481 TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT GGGTGAGCAA AAACAGGAAG GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC
AGTCGTAGAA AATGAAAGTG GTCGCAAAGA CCCACTCGTT TTTGTCCTTC CGTTTTACGG CGTTTTTTCC CTTATTCCCG
6561 GACACGGAAA TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT CTCATGAGCG
CTGTGCCTTT ACAACTTATG AGTATGAGAA GGAAAAAGTT ATAATAACTT CGTAAATAGT CCCAATAACA GAGTACTCGC
6641 GATACATATT TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC ACATTTCCCC GAAAAGTGCC ACCTGACGTC
CTATGTATAA ACTTACATAA ATCTTTTTAT TTGTTTATCC CCAAGGCGCG TGTAAAGGGG CTTTTCACGG TGGACTGCAG
6721 TAAGAAACCA TTATTATCAT GACATTAACC TATAAAAATA GGCGTATCAC GAGGCCCTTT CGTCTCGCGC GTTTCGGTGA
ATTCTTTGGT AATAATAGTA CTGTAATTGG ATATTTTTAT CCGCATAGTG CTCCGGGAAA GCAGAGCGCG CAAAGCCACT
6801 TGACGGTGAA AACCTCTGAC ACATGCAGCT CCCGGAGACG GTCACAGCTT GTCTGTAAGC GGATGCCGGG AGCAGACAAG
ACTGCCACTT TTGGAGACTG TGTACGTCGA GGGCCTCTGC CAGTGTCGAA CAGACATTCG CCTACGGCCC TCGTCTGTTC
6881 CCCGTCAGGG CGCGTCAGCG GGTGTTGGCG GGTGTCGGGG CTGGCTTAAC TATGCGGCAT CAGAGCAGAT TGTACTGAGA
GGGCAGTCCC GCGCAGTCGC CCACAACCGC CCACAGCCCC GACCGAATTG ATACGCCGTA GTCTCGTCTA ACATGACTCT
6961 GTGCACCATA TGCGGTGTGA AATACCGCAC AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG CGCCATTCGC CATTCAGGCT
CACGTGGTAT ACGCCACACT TTATGGCGTG TCTACGCATT CCTCTTTTAT GGCGTAGTCC GCGGTAAGCG GTAAGTCCGA
7041 GCGCAACTGT TGGGAAGGGC GATCGGTGCG GGCCTCTTCG CTATTACGCC AGTCGACGAT TGTTCATGAT GGCAAGATTT
CGCGTTGACA ACCCTTCCCG CTAGCCACGC CCGGAGAAGC GATAATGCGG TCAGCTGCTA ACAAGTACTA CCGTTCTAAA
7121 ATATATCTGG AGGTTACAAC AATAGTAGTG TAGTTAATGT AATATCGAAT CTAGTCCTTA GCTATAATCC GATATATGAT
TATATAGACC TCCAATGTTG TTATCATCAC ATCAATTACA TTATAGCTTA GATCAGGAAT CGATATTAGG CTATATACTA
7201 GAATGGACCA AATTATCATC ATTAAACATT CCTAGAATTA ATCCCGCTCT ATGGTCAGCG CATAATAAAT TATATGTAGG
CTTACCTGGT TTAATAGTAG TAATTTGTAA GGATCTTAAT TAGGGCGAGA TACCAGTCGC GTATTATTTA ATATACATCC
7281 AGGAGGAATA TCTGATGATG TTCGAACTAA TACATCTGAA ACATACGATA AAGAAAAAGA TTGTTGGACA TTGGATAATG
TCCTCCTTAT AGACTACTAC AAGCTTGATT ATGTAGACTT TGTATGCTAT TTCTTTTTCT AACAACCTGT AACCTATTAC
7361 GTCACGTGTT ACCACGCAAT TATATAATGT ATAAATGCGA ACCGATTAAA CATAAATATC CATTGGAAAA AACACAGTAC
CAGTGCACAA TGGTGCGTTA ATATATTACA TATTTACGCT TGGCTAATTT GTATTTATAG GTAACCTTTT TTGTGTCATG
7441 ACGAATGATT TTCTAAAGTA TTTGGAAAGT TTTATAGGTA GTTGATAGAA CAAAATACAT AATTTTGTAA AAATAAATCA
TGCTTACTAA AAGATTTCAT AAACCTTTCA AAATATCCAT CAACTATCTT GTTTTATGTA TTAAAACATT TTTATTTAGT
7521 CTTTTTATAC TAATATGACA CGATTACCAA TACTTTTGTT ACTAATATCA TTAGTATACG CTACACCTTT TCCTCAGACA
GAAAAATATG ATTATACTGT GCTAATGGTT ATGAAAACAA TGATTATAGT AATCATATGC GATGTGGAAA AGGAGTCTGT
7601 TCTAAAAAAA TAGGTGATGA TGCAACTCTA TGATGTAATC GAAATAATAC AAATGACTAC GTTGTTATGA GTGCTTGGTA
AGATTTTTTT ATCCACTACT ACGTTGAGAT ACTACATTAG CTTTATTATG TTTACTGATG CAACAATACT CACGAACCAT
7681 TAAGGAGCCC AATTCCATTA TTCTTTTAGC TGCTAAAAGC GACGTCTTGT ATTTTGATAA TTATACCAAG GATAAAATAT
ATTCCTCGGG TTAAGGTAAT AAGAAAATCG ACGATTTTCG CTGCAGAACA TAAAACTATT AATATGGTTC CTATTTTATA
7761 CTTACGACTC TCCATACGAT GATCTAGTTA CAACTATCAC AATTAAATCA TTGACTGCTA GAGATGCCGG TACTTATGTA
GAATGCTGAG AGGTATGCTA CTAGATCAAT GTTGATAGTG TTAATTTAGT AACTGACGAT CTCTACGGCC ATGAATACAT
7841 TGTGCATTCT TTATGACATC AACTACAAAT GACACTGATA AAGTAGATTA TGAAGAATAC TCCACAGAGT TGATTGTAAA
ACACGTAAGA AATACTGTAG TTGATGTTTA CTGTGACTAT TTCATCTAAT ACTTCTTATG AGGTGTCTCA ACTAACATTT
7921 TACAGATAGT GAATCGACTA TAGACATAAT ACTATCTGGA TCTACACATT CACCAGAAAC TAGTTCTGAG AAACCAGAGG
ATGTCTATCA CTTAGCTGAT ATCTGTATTA TGATAGACCT AGATGTGTAA GTGGTCTTTG ATCAAGACTC TTTGGTCTCC
8001 ATATAGATAA TTTTAATTGC TCGTCGGTAT TCGAAATCGC GGGCCCCCCC TCGAGGTCGA CGGTATCGAT AAGCTTGATA
TATATCTATT AAAATTAACG AGCAGCCATA AGCTTTAGCG CCCGGGGGGG AGCTCCAGCT GCCATAGCTA TTCGAACTAT
8081 TCGAATTCCT GCAGCCC
AGCTTAAGGA CGTCGGG
Anexo 2

Secuencia del plasmidio pVACRE

1

81

161

241

321

401

ATCGAATTCA AAGCTTATCC TCGAGTCCAR TTGCATGCAG CGGTAAGCCT GTGCTCCACG CCCCCCACAT ACATCCGAAC
TAGCTTAAGT TTCGAATAGG AGCTCAGGTY AACGTACGTC GCCATTCGGA CACGAGGTGC GGGGGGTGTA TGTAGGCTTG

* G R T W N C AA T L R H E V G G VY M R V
CTTGAAGATG GTAAAGTTGA CAGTGCAGGG GTAATGCCAA AGCCTGTATG GGTAGTCGAC CAAGCACCTA GGTGTCAACC
GAACTTCTAC CATTTCAACT GTCACGTCCC CATTACGGTT TCGGACATAC CCATCAGCTG GTTCGTGGAT CCACAGTTGG

K F 1 T F NV T CP Y H W L R Y P Y D V L C R P T L W-

AAGGCCCCAA ACCACATTTG GTGTAAGTGG CCTCGGGGTG CTTGCGGAAG CAATCCGTAG GGCAGGTCAA GGTGTTGTTA
TTCCGGGGTT TGGTGTAAAC CACATTCACC GGAGCCCCAC GAACGCCTTC GTTAGGCATC CCGTCCAGTT CCACAACAAT
.P G L GCKT YTA EPH KRZFC DTW®P CTUL TNN
CCGACCCCTC CGATGTTATA CGGAGGGCCC CCGCACGTCT TGGTGAACCC AGTGCTATTC ATCCATGTAC AGCCAAACCA
GGCTGGGGAG GCTACAATAT GCCTCCCGGG GGCGTGCAGA ACCACTTGGG TCACGATAAG TAGGTACATG TCGGTTTGGT
.V G G I N Y P P G G C T K T F G T S N M W T C G F W
GTTGCCCAGC GGCGGCCGCG TGTTGTTAAG GAGCAGCACG TCCGTCTCAT TCTCCCCCCA GTTATACGTA GGGACGCCGG
CAACGGGTCG CCGCCGGCGC ACAACAATTC CTCGTCGTGC AGGCAGAGTA AGAGGGGGGT CAATATGCAT CCCTGCGGCC

N G L P P R T N N L L L VvV D T E N E G W N Y T P vV G S -

AACGATCGGT GGTCCCCACG ACAACGGGGC TTGGAGTGAA ACAATACACT GGACCACACA CCTCCGCCGC GGGTACGATA
TTGCTAGCCA CCAGGGGTGC TGTTGCCCCG AACCTCACTT TGTTATGTGA CCTGGTGTGT GGAGGCGGCG CCCATGCTAT
.R DT T GVV VPS PTZF CYVP GCV EAA PV I

G -

G -
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481

561

641

721

801

881

961

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

1761

1841

1921

2001

2081

2161

2241

2321

2401

2481

2561

2641

2721

2801

2881

CCACACGGTT GAGGTGCGTA GTGCCAGCAA TAGGGCCTCT GGTCCAAGCT GCGCGGCTCA GCGTAAGTAA TGGGGCCCCA
GGTGTGCCAA CTCCACGCAT CACGGTCGTT ATCCCGGAGA CCAGGTTCGA CGCGCCGAGT CGCATTCATT ACCCCGGGGT
..C PQ PAY HWCY PR D LS RPEA Y T P G W
CCCCTGGTCG AACGTATCAA TGGGGCGGCA GCTGGCCATG CGATCTGAGC ATCCGGACGA GTTGAACCTG TGCACGTAAA
GGGGACCAGC TTGCATAGTT ACCCCGCCGT CGACCGGTAC GCTAGACTCG TAGGCCTGCT CAACTTGGAC ACGTGCATTT
G Q DF T D1 P RC SAMR DSC G S S NFRH
ACAACGCAGC AAGGAACCCG GTCTGGAGGG AGTCGTTGCA GTTCAGGGCA GTCCGGTTAA TATGCCAGCT GCCGTTGGTA
TGTTGCGTCG TTCCTTGGGC CAGACCTCCC TCAGCAACGT CAAGTCCCGT CAGGCCAATT ATACGGTCGA CGGCAACCAT
.L AA L FGT QLS DNZC NLAT RN/I H W S
TTTACAAGCT GGATTTTCTG ACTCGGCCCA GATGTAAAGA GGCCCGTAAA CTGGCTGACG CCGCGGGCTG CCGTCCCCCC
AAATGTTCGA CCTAAAAGAC TGAGCCGGGT CTACATTTCT CCGGGCATTT GACCGACTGC GGCGCCCGAC GGCAGGGGGG
..V L Q Il K Q s PGS TFL GTF QSV G RAA TGG
TGTCACGTAG GTTCCCGTCC CGTCAACGCC GGCAAAGAGT AGCATCACAA TCAAAACCTT GGCCCAGTTC CCCACCATGG
ACAGTGCATC CAAGGGCAGG GCAGTTGCGG CCGTTTCTCA TCGTAGTGTT AGTTTTGGAA CCGGGTCAAG GGGTGGTACC
T VvVyT T GTG DV G AFLL MV L vV K AW NG
AGTAGTAGGC AAGGCCCGCT AGGACTCCCC AGTGGGCCCC CGCTACCATG TCCACGACGG CTTGTGGGAT CCGGAGTAAC
TCATCATCCG TTCCGGGCGA TCCTGAGGGG TCACCCGGGG GCGATGGTAC AGGTGCTGCC GAACACCCTA GGCCTCATTG
.Y YA L GAL VGW HAG AV MD VVA QPI
TGCGATACCA CTAGGGCTGT TGAAGGTGAC CAGTTCATCA TCATATCCCA GGCCATGCGG TGACCTGATA CGTGGCCGGG
ACGCTATGGT GATCCCGACA ACTTCCACTG GTCAAGTAGT AGTATAGGGT CCGGTACGCC ACTGGACTAT GCACCGGCCC
..SVvVV LAT SPSW NMM MDW AMRMH G SV HGP
ATAGATTGAG CAGTTGCAGT CCTGTGCTGT CTCATGCCGG CGAGGCGAGA AGGTGAACAG CTGGGAAACG AGGAAAACAG
TATCTAACTC GTCAACGTCA GGACACGACA GAGTACGGCC GCTCCGCTCT TCCACTTGTC GACCCTTTGC TCCTTTTGTC
y 1 s ¢ NCD QAT EHRR P S F TFL QS V L
ATCCGCAGAG ATCCCCCACG TACATAGCGG AGCAGAGAGC AGCCGCCCCA ACGAGCAAAT CGACGTGGCG TCGTATTGTC
TAGGCGTCTC TAGGGGGTGC ATGTATCGCC TCGTCTCTCG TCGGCGGGGT TGCTCGTTTA GCTGCACCGC AGCATAACAG
.6 CcL DGVY MAS CLA AAGV L LD
GTGGTGGGGA CGCTGGCATT CCTGGCCGCG AGTGTGGGGG TGAGCGCTAC CCAGCAGCGG GAGGTGTTGT CCTCCCGAAC
CACCACCCCT GCGACCGTAA GGACCGGCGC TCACACCCCC ACTCGCGATG GGTCGTCGCC CTCCACAACA GGAGGGCTTG
. T P V S A N R ANAL TPT LAV WCRS TNUD ERV
GCAGGGCACG CATCCGGGGG TGTGCATGAT CATGTCGTCT GCCTCATACA CAATGCTTGA GTTGGAGCAG TCGTTCGTGA
CGTCCCGTGC GTAGGCCCCC ACACGTACTA GTACAGCAGA CGGAGTATGT GTTACGAACT CAACCTCGTC AGCAAGCACT
c PV C GPT HMII M D D A E Y V I S S N S C D
CATGGTACAC CCCGGACGCG TTGCGCACTT CATAGGCGGA AACTGGGATG GTCAAACAGG ACAGCAAAGC CAAAAGGAAG
GTACCATGTG GGGCCTGCGC AACGCGTGAA GTATCCGCCT TTGACCCTAC CAGTTTGTCC TGTCGTTTCG GTTTTCCTTC
.H 'Y V G S A N R VE YAS VP I T L C S L L A

vV Y F -

G N T N -

vV M S -

R L L Q-

F Vv S -

V H R R 1 T T-

N T V -

L L F L -

AGAGAGAAAG AGCAACCGGG
TCTCTCTTTC TCGTTGGCCC
.S F S C G P
CCTGGCAGCG CCCCCTAGGG
GGACCGTCGC GGGGGATCCC
R AA G G L P
TGACCTTACC CAAATTACGC
ACTGGAATGG GTTTAATGCG

CAGATTCCCT GTTGCATAAT TCACGCCGTC CTCCAGAACC CGGACGCCAT GCGCCAGGGC
GTCTAAGGGA CAACGTATTA AGTGCGGCAG GAGGTCTTGG GCCTGCGGTA CGCGGTCCCG
L NGT AYN VGGD EL VR VGH AL A
GGGCGCCGAC GAGCGGAATG TACCCCATGA GGTCGGCGAA GCCGCATGTG AGGGTATCGA
CCCGCGGCTG CTCGCCTTAC ATGGGGTACT CCAGCCGCTT CGGCGTACAC TCCCATAGCT
AGVY L PIY GML DAF GCTUL TTD.I
GACCTACGCC GGGGGTCAGT GGGGCCCCAA CTAGGCCGAG AGCCACGGGG TGACAGGAGC
CTGGATGCGG CCCCCAGTCA CCCCGGGGTT GATCCGGCTC TCGGTGCCCC ACTGTCCTCG

.V K G L N R S R R R P D T P G W S P RS G R P
CATCCTGCCC ATCCCATGCC CTCGTTACCA TAGAGGGGCC AAGGGTACCC GGGCTGGGCC CAGGACCTGC CCTCGGGCCG
GTAGGACGGG TAGGGTACGG GAGCAATGGT ATCTCCCCGG TTCCCATGGG CCCGACCCGG GTCCTGGACG GGAGCCCGGC
..G AW G M G E N G Y L PW P Y G P Q AW S R G E P R
GCGAGCCTTG GGGATAGGTT GTCGCCTTCC ACGAGGTTGC GACCGCTCGG AAGTCTTCCT AGTTGCGCGC ACACCCAACC
CGCTCGGAAC CCCTATCCAA CAGCGGAAGG TGCTCCAACG CTGGCGAGCC TTCAGAAGGA TCAACGCGCG TGTGGGTTGG
R A K P I P R R G R P QS RES TKIR TARYV
TGGGGCCCCT GCGCGGCAAC AGGTAAACTC CACCAACGAT CTGACCACCG CCCGGGAACT TGACGTCCTG TGGGCGGCGG
ACCCCGGGGA CGCGCCGTTG TCCATTTGAG GTGGTTGCTA GACTGGTGGC GGGCCCTTGA ACTGCAGGAC ACCCGCCGCC
. P G R R P L L Y V G G V 1 G G G P F K V D
TTGGTGTTAC GTTTGGTTTT TCTTTGAGGT TTAGGATTCG TGCTCATCTA GATTCGCTAG TGGCTGAGAT CTGTCGACTT
AACCACAATG CAAACCAAAA AGAAACTCCA AATCCTAAGC ACGAGTAGAT CTAAGCGATC ACCGACTCTA GACAGCTGAA
.. T N R K T K R Q P K P N T S M
CGAGCTTATT TATATTCCAA AAAAAAAAAA TAAAATTTCA ATTTTTAAGC TTTCACTAAT TCCAAACCCA CCCGCTTTTT
GCTCGAATAA ATATAAGGTT TTTTTTTTTT ATTTTAAAGT TAAAAATTCG AAAGTGATTA AGGTTTGGGT GGGCGAAAAA
ATAGTAAGTT TTTCACCCAT AAATAATAAA TACAATAATT AATTTCTCGT AAAAGTAGAA AATATATTCT AATTTATTGC
TATCATTCAA AAAGTGGGTA TTTATTATTT ATGTTATTAA TTAAAGAGCA TTTTCATCTT TTATATAAGA TTAAATAACG
ACGGTAAGGA AGTAGATCAT AACTCGAGCA TGGGAGATCC CGTCGTTTTA CAACGTCGTG ACTGGGAAAA CCCTGGCGTT
TGCCATTCCT TCATCTAGTA TTGAGCTCGT ACCCTCTAGG GCAGCAAAAT GTTGCAGCAC TGACCCTTTT GGGACCGCAA
ACCCAACTTA ATCGCCTTGC AGCACATCCC CCTTTCGCCA GCTGGCGTAA TAGCGAAGAG GCCCGCACCG ATCGCCCTTC
TGGGTTGAAT TAGCGGAACG TCGTGTAGGG GGAAAGCGGT CGACCGCATT ATCGCTTCTC CGGGCGTGGC TAGCGGGAAG
CCAACAGTTG CGCAGCCTGA ATGGCGAATG GCGCTTTGCC TGGTTTCCGG CACCAGAAGC GGTGCCGGAA AGCTGGCTGG
GGTTGTCAAC GCGTCGGACT TACCGCTTAC CGCGAAACGG ACCAAAGGCC GTGGTCTTCG CCACGGCCTT TCGACCGACC
AGTGCGATCT TCCTGAGGCC GATACTGTCG TCGTCCCCTC AAACTGGCAG ATGCACGGTT ACGATGCGCC CATCTACACC
TCACGCTAGA AGGACTCCGG CTATGACAGC AGCAGGGGAG TTTGACCGTC TACGTGCCAA TGCTACGCGG GTAGATGTGG
AACGTAACCT ATCCCATTAC GGTCAATCCG CCGTTTGTTC CCACGGAGAA TCCGACGGGT TGTTACTCGC TCACATTTAA
TTGCATTGGA TAGGGTAATG CCAGTTAGGC GGCAAACAAG GGTGCCTCTT AGGCTGCCCA ACAATGAGCG AGTGTAAATT
TGTTGATGAA AGCTGGCTAC AGGAAGGCCA GACGCGAATT ATTTTTGATG GCGTTAACTC GGCGTTTCAT CTGTGGTGCA
ACAACTACTT TCGACCGATG TCCTTCCGGT CTGCGCTTAA TAAAAACTAC CGCAATTGAG CCGCAAAGTA GACACCACGT
ACGGGCGCTG GGTCGGTTAC GGCCAGGACA GTCGTTTGCC GTCTGAATTT GACCTGAGCG CATTTTTACG CGCCGGAGAA
TGCCCGCGAC CCAGCCAATG CCGGTCCTGT CAGCAAACGG CAGACTTAAA CTGGACTCGC GTAAAAATGC GCGGCCTCTT
AACCGCCTCG CGGTGATGGT GCTGCGTTGG AGTGACGGCA GTTATCTGGA AGATCAGGAT ATGTGGCGGA TGAGCGGCAT
TTGGCGGAGC GCCACTACCA CGACGCAACC TCACTGCCGT CAATAGACCT TCTAGTCCTA TACACCGCCT ACTCGCCGTA
TTTCCGTGAC GTCTCGTTGC TGCATAAACC GACTACACAA ATCAGCGATT TCCATGTTGC CACTCGCTTT AATGATGATT
AAAGGCACTG CAGAGCAACG ACGTATTTGG CTGATGTGTT TAGTCGCTAA AGGTACAACG GTGAGCGAAA TTACTACTAA
TCAGCCGCGC TGTACTGGAG GCTGAAGTTC AGATGTGCGG CGAGTTGCGT GACTACCTAC GGGTAACAGT TTCTTTATGG
AGTCGGCGCG ACATGACCTC CGACTTCAAG TCTACACGCC GCTCAACGCA CTGATGGATG CCCATTGTCA AAGAAATACC

S L L W-

G L R -

P R R N -
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ANexos

2961

3041

3121

3201

3281

3361

3441

3521

3601

3681

3761

3841

3921

4001

4081

4161

4241

4321

4401

4481

4561

4641

4721

4801

4881

4961

5041

5121

5201

5281

5361

5441

5521

5601

5681

5761

5841

5921

6001

6081

6161

CAGGGTGAAA
GTCCCACTTT
CGTCACACTA
GCAGTGTGAT
TGCACACCGC
ACGTGTGGCG
CTGCTGCTGA
GACGACGACT
TGAGCAGACG
ACTCGTCTGC
ATCCGCTGTG
TAGGCGACAC
CCAATGAATC
GGTTACTTAG
TAATCACCCG
ATTAGTGGGC
TCAAATCTGT
AGTTTAGACA
ATGTACGCGC
TACATGCGCG
AGAGACGCGC
TCTCTGCGCG
CGTTTCGTCA
GCAAAGCAGT
GGCAACCCGT
CCGTTGGGCA
TGCCGACCGC
ACGGCTGGCG
CCATCGAAGT
GGTAGCTTCA
CCGCTGGCAA
GGCGACCGTT
GGAGAGCGCC
CCTCTCGCGG
GCGCCTGGCA
CGCGGACCGT
ACCAGCGAAA
TGGTCGCTTT
GTGGATTGGC
CACCTAACCG
TAAGTGAAGC
ATTCACTTCG
TTGTTGCAGT
AACAACGTCA
CTTATTTATC
GAATAAATAG
ATACACCGCA
TATGTGGCGT
CCGCAAGAAA
GGCGTTCTTT
GTACGTCTTC
CATGCAGAAG
TCCAGTTCAA
AGGTCAAGTT
ACATGGCTGA
TGTACCGACT
CTGAGCGCCG
GACTCGCGGC
AGAGCGGCCG
TCTCGCCGGC
TAGTGATAGC
ATCACTATCG
AAGAAGATCA
TTCTTCTAGT
ACCGATGATG
TGGCTACTAC
TATTAGCAAT
ATAATCGTTA
TCTGTATTAC
AGACATAATG
AAATGTCTGG
TTTACAGACC
GAATATATTT
CTTATATAAA
TTAACAGAGA
AATTGTCTCT
ACTTCTAAAA
TGAAGATTTT
TCTTAAAAAT
AGAATTTTTA
TTAATGAATC

CGCAGGTCGC
GCGTCCAGCG
CGTCTCAACG
GCAGAGTTGC
CGACGGCACG
GCTGCCGTGC
ACGGCAAGCC
TGCCGTTCGG
ATGGTGCAGG
TACCACGTCC
GTACACGCTG
CATGTGCGAC
GTCTGACCGA
CAGACTGGCT
AGTGTGATCA
TCACACTAGT
CGATCCTTCC
GCTAGGAAGG
GCGTGGATGA
CGCACCTACT
CCGCTGATCC
GGCGACTAGG
GTATCCCCGT
CATAGGGGCA
GGTCGGCTTA
CCAGCCGAAT
ACGCCGCATC
TGCGGCGTAG
GACCAGCGAA
CTGGTCGCTT
GCGGTGAAGT
CGCCACTTCA
GGGCAACTCT
CCCGTTGAGA
GCAGTGGCGT
CGTCACCGCA
TGGATTTTTG
ACCTAAAAAC
GATAAAAAAC
CTATTTTTTG
GACCCGCATT
CTGGGCGTAA
GCACGGCAGA
CGTGCCGTCT
AGCCGGAAAA
TCGGCCTTTT
TCCGGCGCGG
AGGCCGCGCC
ACTATCCCGA
TGATAGGGCT
CCGAGCGAAA
GGCTCGCTTT
CATCAGCCGC
GTAGTCGGCG
ATATCGACGG
TATAGCTGCC
GTCGCTACCA
CAGCGATGGT
CCACCGCGGT
GGTGGCGCCA
ATTAATACAG
TAATTATGTC
TACAGTCACA
ATGTCAGTGT
CGGATCTTTA
GCCTAGAAAT
TATAAAACCA
ATATTTTGGT
ATATTATATA
TATAATATAT
GATAGTAAAA
CTATCATTTT
GGATTTGTGG
CCTAAACACC
GGCCATCTGG
CCGGTAGACC
CTGCTGTGAA
GACGACACTT
ACGTACCTAA
TGCATGGATT
GGCCAACGCG

CAGCGGCACC
GTCGCCGTGG
TCGAAAACCC
AGCTTTTGGG
CTGATTGAAG
GACTAACTTC
GTTGCTGATT
CAACGACTAA
ATATCCTGCT
TATAGGACGA
TGCGACCGCT
ACGCTGGCGA
TGATCCGCGC
ACTAGGCGCG
TCTGGTCGCT
AGACCAGCGA
CGCCCGGTGC
GCGGGCCACG
AGACCAGCCC
TCTGGTCGGG
TTTGCGAATA
AAACGCTTAT
TTACAGGGCG
AATGTCCCGC
CGGCGGTGAT
GCCGCCACTA
CAGCGCTGAC
GTCGCGACTG
TACCTGTTCC
ATGGACAAGG
GCCTCTGGAT
CGGAGACCTA
GGCTCACAGT
CCGAGTGTCA
CTGGCGGAAA
GACCGCCTTT
CATCGAGCTG
GTAGCTCGAC
AACTGCTGAC
TTGACGACTG
GACCCTAACG
CTGGGATTGC
TACACTTGCT
ATGTGAACGA
CCTACCGGAT
GGATGGCCTA
ATTGGCCTGA
TAACCGGACT
CCGCCTTACT
GGCGGAATGA
ACGGTCTGCG
TGCCAGACGC
TACAGTCAAC
ATGTCAGTTG
TTTCCATATG
AAAGGTATAC
TTACCAGTTG
AATGGTCAAC
GGCGACTCCG
CCGCTGAGGC
TAAGTGCATC
ATTCACGTAG
GACACTGTCT
CTGTGACAGA
TGATACGTAC
ACTATGCATG
AGGACTTTGT
TCCTGAAACA
TATAATAAAC
ATATTATTTG
TCTATCATAT
AGATAGTATA
TGTCCCATAC
ACAGGGTATG
AAGGGAATAC
TTCCCTTATG
TACAGCGGCT
ATGTCGCCGA
TGCCTTACTC
ACGGAATGAG
CGGGGAGAGG

GCGCCTTTCG
CGCGGAAAGC
GAAACTGTGG
CTTTGACACC
CAGAAGCCTG
GTCTTCGGAC
CGAGGCGTTA
GCTCCGCAAT
GATGAAGCAG
CTACTTCGTC
ACGGCCTGTA
TGCCGGACAT
TGGCTACCGG
ACCGATGGCC
GGGGAATGAA
CCCCTTACTT
AGTATGAAGG
TCATACTTCC
TTCCCGGCTG
AAGGGCCGAC
CGCCCACGCG
GCGGGTGCGC
GCTTCGTCTG
CGAAGCAGAC
TTTGGCGATA
AAACCGCTAT
GGAAGCAAAA
CCTTCGTTTT
GTCATAGCGA
CAGTATCGCT
GTCGCTCCAC
CAGCGAGGTG
ACGCGTAGTG
TGCGCATCAC
ACCTCAGTGT
TGGAGTCACA
GGTAATAAGC
CCATTATTCG
GCCGCTGCGC
CGGCGACGCG
CCTGGGTCGA
GGACCCAGCT
GATGCGGTGC
CTACGCCACG
TGATGGTAGT
ACTACCATCA
ACTGCCAGCT
TGACGGTCGA
GCCGCCTGTT
CGGCGGACAA
CTGCGGGACG
GACGCCCTGC
AGCAACTGAT
TCGTTGACTA
GGGATTGGTG
CCCTAACCAC
GTCTGGTGTC
CAGACCACAG
GAACCAATTA
CTTGGTTAAT
ATCTGGAGAA
TAGACCTCTT
CATACACTAC
GTATGTGATG
AATGATAATG
TTACTATTAC
AGAAATATTT
TCTTTATAAA
GTTCACGTAA
CAAGTGCATT
TGAGCGGACC
ACTCGCCTGG
CACTAGATTT
GTGATCTAAA
CCGCCGGAAA
GGCGGCCTTT
ATTAATAATC
TAATTATTAG
GGTGTATATA
CCACATATAT
CGGTTTGCGT

GCGGTGAAAT
CGCCACTTTA
AGCGCCGAAA
TCGCGGCTTT
CGATGTCGGT
GCTACAGCCA
ACCGTCACGA
TGGCAGTGCT
AACAACTTTA
TTGTTGAAAT
TGTGGTGGAT
ACACCACCTA
CGATGAGCGA
GCTACTCGCT
TCAGGCCACG
AGTCCGGTGC
CGGCGGAGCC
GCCGCCTCGG
TGCCGAAATG
ACGGCTTTAC
ATGGGTAACA
TACCCATTGT
GGACTGGGTG
CCTGACCCAC
CGCCGAACGA
GCGGCTTGCT
CACCAGCAGC
GTGGTCGTCG
TAACGAGCTC
ATTGCTCGAG
AAGGTAAACA
TTCCATTTGT
CAACCGAACG
GTTGGCTTGC
GACGCTCCCC
CTGCGAGGGG
GTTGGCAATT
CAACCGTTAA
GATCAGTTCA
CTAGTCAAGT
ACGCTGGAAG
TGCGACCTTC
TGATTACGAC
ACTAATGCTG
GGTCAAATGG
CCAGTTTACC
GGCGCAGGTA
CCGCGTCCAT
TTGACCGCTG
AACTGGCGAC
CGCGAATTGA
GCGCTTAACT
GGAAACCAGC
CCTTTGGTCG
GCGACGACTC
CGCTGCTGAG
AAAAATAATA
TTTTTATTAT
CTGATAATGT
GACTATTACA
TCCACAACAG
AGGTGTTGTC
AGTAAGTACA
TCATTCATGT
ATACAGTACC
TATGTCATGG
GGTATTACCG
CCATAATGGC
ATACAAAACA
TATGTTTTGT
ATCTGGTTCA
TAGACCAAGT
CCTCGTCCTA
GGAGCAGGAT
CTTTCTAGAA
GAAAGATCTT
GTATTTGTGT
CATAAACACA
AGACCTACCT
TCTGGATGGA
ATTGGGCGCT

TATCGATGAG
ATAGCTACTC
TCCCGAATCT
AGGGCTTAGA
TTCCGCGAGG
AAGGCGCTCC
GCATCATCCT
CGTAGTAGGA
ACGCCGTGCG
TGCGGCACGC
GAAGCCAATA
CTTCGGTTAT
ACGCGTAACG
TGCGCATTGC
GCGCTAATCA
CGCGATTAGT
GACACCACGG
CTGTGGTGCC
GTCCATCAAA
CAGGTAGTTT
GTCTTGGCGG
CAGAACCGCC
GATCAGTCGC
CTAGTCAGCG
TCGCCAGTTC
AGCGGTCAAG
AGTTTTTCCA
TCAAAAAGGT
CTGCACTGGA
GACGTGACCT
GTTGATTGAA
CAACTAACTT
CGACCGCATG
GCTGGCGTAC
GCCGCGTCCC
CGGCGCAGGG
TAACCGCCAG
ATTGGCGGTC
CCCGTGCACC
GGGCACGTGG
GCGGCGGGCC
CGCCGCCCGG
CGCTCACGCG
GCGAGTGCGC
CGATTACCGT
GCTAATGGCA
GCAGAGCGGG
CGTCTCGCCC
GGATCTGCCA
CCTAGACGGT
ATTATGGCCC
TAATACCGGG
CATCGCCATC
GTAGCGGTAG
CTGGAGCCCG
GACCTCGGGC
ATAACCGGGC
TATTGGCCCG
AGAAGATCAT
TCTTCTAGTA
ACGAGACTCC
TGCTCTGAGG
TCATCTGGAA
AGTAGACCTT
ACCAACTACT
TGGTTGATGA
CATTAATTAT
GTAATTAATA
GAGAACAAAG
CTCTTGTTTC
GGAAAGACAG
CCTTTCTGTC
TGGAACGAGA
ACCTTGCTCT
CATACTGAGT
GTATGACTCA
GATGGATCTA
CTACCTAGAT
CTCTTAAAAT
GAGAATTTTA
CTTCCGCTTC

CGTGGTGGTT
GCACCACCAA
CTATCGTGCG
GATAGCACGC
TGCGGATTGA
ACGCCTAACT
CTGCATGGTC
GACGTACCAG
CTGTTCGCAT
GACAAGCGTA
TTGAAACCCA
AACTTTGGGT
CGAATGGTGC
GCTTACCACG
CGACGCGCTG
GCTGCGCGAC
CCACCGATAT
GGTGGCTATA
AAATGGCTTT
TTTACCGAAA
TTTCGCTAAA
AAAGCGATTT
TGATTAAATA
ACTAATTTAT
TGTATGAACG
ACATACTTGC
GTTCCGTTTA
CAAGGCAAAT
TGGTGGCGCT
ACCACCGCGA
CTGCCTGAAC
GACGGACTTG
GTCAGAAGCC
CAGTCTTCGG
ACGCCATCCC
TGCGGTAGGG
TCAGGCTTTC
AGTCCGAAAG
GCTGGATAAC
CGACCTATTG
ATTACCAGGC
TAATGGTCCG
TGGCAGCATC
ACCGTCGTAG
TGATGTTGAA
ACTACAACTT
TAAACTGGCT
ATTTGACCGA
TTGTCAGACA
AACAGTCTGT
ACACCAGTGG
TGTGGTCACC
TGCTGCACGC
ACGACGTGCG
TCAGTATCGG
AGTCATAGCC
AGGGGGGATC
TCCCCCCTAG
ACAGACACCG
TGTCTGTGGC
GGAACCAATT
CCTTGGTTAA
TTGTCACTAC
AACAGTGATG
GTAGGCGGTA
CATCCGCCAT
ATTGTCGGCC
TAACAGCCGG
TCTAGATTTT
AGATCTAAAA
CCATAGCCAA
GGTATCGGTT
AGGTGTCGAT
TCCACAGCTA
TTTTAGGAAA
AAAATCCTTT
AACATCGATG
TTGTAGCTAC
GGTTGAGACC
CCAACTCTGG
CTCGCTCACT

ATGCCGATCG
TACGGCTAGC
GTGGTTGAAC
CACCAACTTG
AAATGGTCTG
TTTACCAGAC
AGGTCATGGA
TCCAGTACCT
TATCCGAACC
ATAGGCTTGG
CGGCATGGTG
GCCGTACCAC
AGCGCGATCG
TCGCGCTAGC
TATCGCTGGA
ATAGCGACCT
TATTTGCCCG
ATAAACGGGC
CGCTACCTGG
GCGATGGACC
TACTGGCAGG
ATGACCGTCC
TGATGAAAAC
ACTACTTTTG
GTCTGGTCTT
CAGACCAGAA
TCCGGGCAAA
AGGCCCGTTT
GGATGGTAAG
CCTACCATTC
TACCGCAGCC
ATGGCGTCGG
GGGCACATCA
CCCGTGTAGT
GCATCTGACC
CGTAGACTGG
TTTCACAGAT
AAAGTGTCTA
GACATTGGCG
CTGTAACCGC
CGAAGCAGCG
GCTTCGTCGC
AGGGGAAAAC
TCCCCTTTTG
GTGGCGAGCG
CACCGCTCGC
CGGATTAGGG
GCCTAATCCC
TGTATACCCC
ACATATGGGG
CGCGGCGACT
GCGCCGCTGA
GGAAGAAGGC
CCTTCTTCCG
CGGAATTCAG
GCCTTAAGTC
CACTAGTTCT
GTGATCAAGA
TCACATACAC
AGTGTATGTG
ACTGATAAAG
TGACTATTTC
TAAATCAACC
ATTTAGTTGG
GTACAACCTC
CATGTTGGAG
GTGGCAATAT
CACCGTTATA
TGACTTACAT
ACTGAATGTA
AAGACTATGG
TTCTGATACC
TACCATTACG
ATGGTAATGC
TATTTACGGA
ATAAATGCCT
GCGTTAGAAG
CGCAATCTTC
AAGCTCTGCA
TTCGAGACGT
GACTCGCTGC
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Poxvirus recombinantes para antigenos del VHC

6241

6321

6401

6481

6561

6641

6721

6801

6881

6961

7041

7121

7201

7281

7361

7441

7521

7601

7681

7761

7841

7921

8001

8081

8161

8241

8321

8401

8481

8561

8641

8721

8801

8881

8961

9041

9121

9201

9281

9361

AATTACTTAG
GCTCGGTCGT
CGAGCCAGCA
GCAGGAAAGA
CGTCCTTTCT
GCTCCGCCCC
CGAGGCGGGG
AGGCGTTTCC
TCCGCAAAGG
CCTTCGGGAA
GGAAGCCCTT
CTGTGTGCAC
GACACACGTG
ACGACTTATC
TGCTGAATAG
AAGTGGTGGC
TTCACCACCG
AAGAGTTGGT
TTCTCAACCA
GCAGAAAAAA
CGTCTTTTTT
GGGATTTTGG
CCCTAAAACC
AAGTATATAT
TTCATATATA
GTTCATCCAT
CAAGTAGGTA
ATGATACCGC
TACTATGGCG
TGGTCCTGCA
ACCAGGACGT
GTTTGCGCAA
CAAACGCGTT
TCCCAACGAT
AGGGTTGCTA
CAGAAGTAAG
GTCTTCATTC
GATGCTTTTC
CTACGAAAAG
GCGTCAATAC
CGCAGTTATG
ACTCTCAAGG
TGAGAGTTCC
CTTTCACCAG
GAAAGTGGTC
TGAATACTCA
ACTTATGAGT
ATGTATTTAG
TACATAAATC
TTATCATGAC
AATAGTACTG
CTCTGACACA
GAGACTGTGT
GTCAGCGGGT
CAGTCGCCCA
GGTGTGAAAT
CCACACTTTA
GAAGGGCGAT
CTTCCCGCTA
TTACAACAAT
AATGTTGTTA
TATCATCATT
ATAGTAGTAA
GATGATGTTC
CTACTACAAG
ACGCAATTAT
TGCGTTAATA
TAAAGTATTT
ATTTCATAAA
TATGACACGA
ATACTGTGCT
GTGATGATGC
CACTACTACG
TCCATTATTC
AGGTAATAAG
ATACGATGAT
TATGCTACTA
TGACATCAAC
ACTGTAGTTG
TCGACTATAG
AGCTGATATC

CCGGTTGCGC
TCGGCTGCGG
AGCCGACGCC
ACATGTGAGC
TGTACACTCG
CCTGACGAGC
GGACTGCTCG
CCCTGGAAGC
GGGACCTTCG
GCGTGGCGCT
CGCACCGCGA
GAACCCCCCG
CTTGGGGGGC
GCCACTGGCA
CGGTGACCGT
CTAACTACGG
GATTGATGCC
AGCTCTTGAT
TCGAGAACTA
AGGATCTCAA
TCCTAGAGTT
TCATGAGATT
AGTACTCTAA
GAGTAAACTT
CTCATTTGAA
AGTTGCCTGA
TCAACGGACT
GAGACCCACG
CTCTGGGTGC
ACTTTATCCG
TGAAATAGGC
CGTTGTTGCC
GCAACAACGG
CAAGGCGAGT
GTTCCGCTCA
TTGGCCGCAG
AACCGGCGTC
TGTGACTGGT
ACACTGACCA
GGGATAATAC
CCCTATTATG
ATCTTACCGC
TAGAATGGCG
CGTTTCTGGG
GCAAAGACCC
TACTCTTCCT
ATGAGAAGGA
AAAAATAAAC
TTTTTATTTG
ATTAACCTAT
TAATTGGATA
TGCAGCTCCC
ACGTCGAGGG
GTTGGCGGGT
CAACCGCCCA
ACCGCACAGA
TGGCGTGTCT
CGGTGCGGGC
GCCACGCCCG
AGTAGTGTAG
TCATCACATC
AAACATTCCT
TTTGTAAGGA
GAACTAATAC
CTTGATTATG
ATAATGTATA
TATTACATAT
GGAAAGTTTT
CCTTTCAAAA
TTACCAATAC
AATGGTTATG
AACTCTATGA
TTGAGATACT
TTTTAGCTGC
AAAATCGACG
CTAGTTACAA
GATCAATGTT
TACAAATGAC
ATGTTTACTG
ACATAATACT
TGTATTATGA

GCCCCTCTCC
CGAGCGGTAT
GCTCGCCATA
AAAAGGCCAG
TTTTCCGGTC
ATCACAAAAA
TAGTGTTTTT
TCCCTCGTGC
AGGGAGCACG
TTCTCATAGC
AAGAGTATCG
TTCAGCCCGA
AAGTCGGGCT
GCAGCCACTG
CGTCGGTGAC
CTACACTAGA
GATGTGATCT
CCGGCAAACA
GGCCGTTTGT
GAAGATCCTT
CTTCTAGGAA
ATCAAAAAGG
TAGTTTTTCC
GGTCTGACAG
CCAGACTGTC
CTCCCCGTCG
GAGGGGCAGC
CTCACCGGCT
GAGTGGCCGA
CCTCCATCCA
GGAGGTAGGT
ATTGCTACAG
TAACGATGTC
TACATGATCC
ATGTACTAGG
TGTTATCACT
ACAATAGTGA
GAGTACTCAA
CTCATGAGTT
CGCGCCACAT
GCGCGGTGTA
TGTTGAGATC
ACAACTCTAG
TGAGCAAAAA
ACTCGTTTTT
TTTTCAATAT
AAAAGTTATA
AAATAGGGGT
TTTATCCCCA
AAAAATAGGC
TTTTTATCCG
GGAGACGGTC
CCTCTGCCAG
GTCGGGGCTG
CAGCCCCGAC
TGCGTAAGGA
ACGCATTCCT
CTCTTCGCTA
GAGAAGCGAT
TTAATGTAAT
AATTACATTA
AGAATTAATC
TCTTAATTAG
ATCTGAAACA
TAGACTTTGT
AATGCGAACC
TTACGCTTGG
ATAGGTAGTT
TATCCATCAA
TTTTGTTACT
AAAACAATGA
TGTAATCGAA
ACATTAGCTT
TAAAAGCGAC
ATTTTCGCTG
CTATCACAAT
GATAGTGTTA
ACTGATAAAG
TGACTATTTC
ATCTGGATCT
TAGACCTAGA

GCCAAACGCA
CAGCTCACTC
GTCGAGTGAG
CAAAAGGCCA
GTTTTCCGGT
TCGACGCTCA
AGCTGCGAGT
GCTCTCCTGT
CGAGAGGACA
TCACGCTGTA
AGTGCGACAT
CCGCTGCGCC
GGCGACGCGG
GTAACAGGAT
CATTGTCCTA
AGGACAGTAT
TCCTGTCATA
AACCACCGCT
TTGGTGGCGA
TGATCTTTTC
ACTAGAAAAG
ATCTTCACCT
TAGAAGTGGA
TTACCAATGC
AATGGTTACG
TGTAGATAAC
ACATCTATTG
CCAGATTTAT
GGTCTAAATA
GTCTATTAAT
CAGATAATTA
GCATCGTGGT
CGTAGCACCA
CCCATGTTGT
GGGTACAACA
CATGGTTATG
GTACCAATAC
CCAAGTCATT
GGTTCAGTAA
AGCAGAACTT
TCGTCTTGAA
CAGTTCGATG
GTCAAGCTAC
CAGGAAGGCA
GTCCTTCCGT
TATTGAAGCA
ATAACTTCGT
TCCGCGCACA
AGGCGCGTGT
GTATCACGAG
CATAGTGCTC
ACAGCTTGTC
TGTCGAACAG
GCTTAACTAT
CGAATTGATA
GAAAATACCG
CTTTTATGGC
TTACGCCAGT
AATGCGGTCA
ATCGAATCTA
TAGCTTAGAT
CCGCTCTATG
GGCGAGATAC
TACGATAAAG
ATGCTATTTC
GATTAAACAT
CTAATTTGTA
GATAGAACAA
CTATCTTGTT
AATATCATTA
TTATAGTAAT
ATAATACAAA
TATTATGTTT
GTCTTGTATT
CAGAACATAA
TAAATCATTG
ATTTAGTAAC
TAGATTATGA
ATCTAATACT
ACACATTCAC
TGTGTAAGTG

TAACCCGCGA
AAAGGCGGTA
TTTCCGCCAT
GGAACCGTAA
CCTTGGCATT
AGTCAGAGGT
TCAGTCTCCA
TCCGACCCTG
AGGCTGGGAC
GGTATCTCAG
CCATAGAGTC
TTATCCGGTA
AATAGGCCAT
TAGCAGAGCG
ATCGTCTCGC
TTGGTATCTG
AACCATAGAC
GGTAGCGGTG
CCATCGCCAC
TACGGGGTCT
ATGCCCCAGA
AGATCCTTTT
TCTAGGAAAA
TTAATCAGTG
AATTAGTCAC
TACGATACGG
ATGCTATGCC
CAGCAATAAA
GTCGTTATTT
TGTTGCCGGG
ACAACGGCCC
GTCACGCTCG
CAGTGCGAGC
GCAAAAAAGC
CGTTTTTTCG
GCAGCACTGC
CGTCGTGACG
CTGAGAATAG
GACTCTTATC
TAAAAGTGCT
ATTTTCACGA
TAACCCACTC
ATTGGGTGAG
AAATGCCGCA
TTTACGGCGT
TTTATCAGGG
AAATAGTCCC
TTTCCCCGAA
AAAGGGGCTT
GCCCTTTCGT
CGGGAAAGCA
TGTAAGCGGA
ACATTCGCCT
GCGGCATCAG
CGCCGTAGTC
CATCAGGCGC
GTAGTCCGCG
CGACGATTGT
GCTGCTAACA
GTCCTTAGCT
CAGGAATCGA
GTCAGCGCAT
CAGTCGCGTA
AAAAAGATTG
TTTTTCTAAC
AAATATCCAT
TTTATAGGTA
AATACATAAT
TTATGTATTA
GTATACGCTA
CATATGCGAT
TGACTACGTT
ACTGATGCAA
TTGATAATTA
AACTATTAAT
ACTGCTAGAG
TGACGATCTC
AGAATACTCC
TCTTATGAGG
CAGAAACTAG
GTCTTTGATC

GAAGGCGAAG
ATACGGTTAT
TATGCCAATA
AAAGGCCGCG
TTTCCGGCGC
GGCGAAACCC
CCGCTTTGGG
CCGCTTACCG
GGCGAATGGC
TTCGGTGTAG
AAGCCACATC
ACTATCGTCT
TGATAGCAGA
AGGTATGTAG
TCCATACATC
CGCTCTGCTG
GCGAGACGAC
GTTTTTTTGT
CAAAAAAACA
GACGCTCAGT
CTGCGAGTCA
AAATTAAAAA
TTTAATTTTT
AGGCACCTAT
TCCGTGGATA
GAGGGCTTAC
CTCCCGAATG
CCAGCCAGCC
GGTCGGTCGG
AAGCTAGAGT
TTCGATCTCA
TCGTTTGGTA
AGCAAACCAT
GGTTAGCTCC
CCAATCGAGG
ATAATTCTCT
TATTAAGAGA
TGTATGCGGC
ACATACGCCG
CATCATTGGA
GTAGTAACCT
GTGCACCCAA
CACGTGGGTT
AAAAAGGGAA
TTTTTCCCTT
TTATTGTCTC
AATAACAGAG
AAGTGCCACC
TTCACGGTGG
CTCGCGCGTT
GAGCGCGCAA
TGCCGGGAGC
ACGGCCCTCG
AGCAGATTGT
TCGTCTAACA
CATTCGCCAT
GTAAGCGGTA
TCATGATGGC
AGTACTACCG
ATAATCCGAT
TATTAGGCTA
AATAAATTAT
TTATTTAATA
TTGGACATTG
AACCTGTAAC
TGGAAAAAAC
ACCTTTTTTG
TTTGTAAAAA
AAACATTTTT
CACCTTTTCC
GTGGAAAAGG
GTTATGAGTG
CAATACTCAC
TACCAAGGAT
ATGGTTCCTA
ATGCCGGTAC
TACGGCCATG
ACAGAGTTGA
TGTCTCAACT
TTCTGAGAAA
AAGACTCTTT

GAGCGAGTGA
CCACAGAATC
GGTGTCTTAG
TTGCTGGCGT
AACGACCGCA
GACAGGACTA
CTGTCCTGAT
GATACCTGTC
CTATGGACAG
GTCGTTCGCT
CAGCAAGCGA
TGAGTCCAAC
ACTCAGGTTG
GCGGTGCTAC
CGCCACGATG
AAGCCAGTTA
TTCGGTCAAT
TTGCAAGCAG
AACGTTCGTC
GGAACGAAAA
CCTTGCTTTT
TGAAGTTTTA
ACTTCAAAAT
CTCAGCGATC
GAGTCGCTAG
CATCTGGCCC
GTAGACCGGG
GGAAGGGCCG
CCTTCCCGGC
AAGTAGTTCG
TTCATCAAGC
TGGCTTCATT
ACCGAAGTAA
TTCGGTCCTC
AAGCCAGGAG
TACTGTCATG
ATGACAGTAC
GACCGAGTTG
CTGGCTCAAC
AAACGTTCTT
TTTGCAAGAA
CTGATCTTCA
GACTAGAAGT
TAAGGGCGAC
ATTCCCGCTG
ATGAGCGGAT
TACTCGCCTA
TGACGTCTAA
ACTGCAGATT
TCGGTGATGA
AGCCACTACT
AGACAAGCCC
TCTGTTCGGG
ACTGAGAGTG
TGACTCTCAC
TCAGGCTGCG
AGTCCGACGC
AAGATTTATA
TTCTAAATAT
ATATGATGAA
TATACTACTT
ATGTAGGAGG
TACATCCTCC
GATAATGGTC
CTATTACCAG
ACAGTACACG
TGTCATGTGC
TAAATCACTT
ATTTAGTGAA
TCAGACATCT
AGTCTGTAGA
CTTGGTATAA
GAACCATATT
AAAATATCTT
TTTTATAGAA
TTATGTATGT
AATACATACA
TTGTAAATAC
AACATTTATG
CCAGAGGATA
GGTCTCCTAT

CTGAGCGACG
AGGGGATAAC
TCCCCTATTG
TTTTCCATAG
AAAAGGTATC
TAAAGATACC
ATTTCTATGG
CGCCTTTCTC
GCGGAAAGAG
CCAAGCTGGG
GGTTCGACCC
CCGGTAAGAC
GGCCATTCTG
AGAGTTCTTG
TCTCAAGAAC
CCTTCGGAAA
GGAAGCCTTT
CAGATTACGC
GTCTAATGCG
CTCACGTTAA
GAGTGCAATT
AATCAATCTA
TTAGTTAGAT
TGTCTATTTC
ACAGATAAAG
CAGTGCTGCA
GTCACGACGT
AGCGCAGAAG
TCGCGTCTTC
CCAGTTAATA
GGTCAATTAT
CAGCTCCGGT
GTCGAGGCCA
CGATCGTTGT
GCTAGCAACA
CCATCCGTAA
GGTAGGCATT
CTCTTGCCCG
GAGAACGGGC
CGGGGCGAAA
GCCCCGCTTT
GCATCTTTTA
CGTAGAAAAT
ACGGAAATGT
TGCCTTTACA
ACATATTTGA
TGTATAAACT
GAAACCATTA
CTTTGGTAAT
CGGTGAAAAC
GCCACTTTTG
GTCAGGGCGC
CAGTCCCGCG
CACCATATGC
GTGGTATACG
CAACTGTTGG
GTTGACAACC
TATCTGGAGG
ATAGACCTCC
TGGACCAAAT
ACCTGGTTTA
AGGAATATCT
TCCTTATAGA
ACGTGTTACC
TGCACAATGG
AATGATTTTC
TTACTAAAAG
TTTATACTAA
AAATATGATT
AAAAAAATAG
TTTTTTTATC
GGAGCCCAAT
CCTCGGGTTA
ACGACTCTCC
TGCTGAGAGG
GCATTCTTTA
CGTAAGAAAT
AGATAGTGAA
TCTATCACTT
TAGATAATTT
ATCTATTAAA
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ANexos

TAATTGCTCG TCGGTATTCG AAATCGCGGG CCCCCCCTCG AGGTCGACGG TATCGATAAG CTTGATATCG AATTCCTGCA
ATTAACGAGC AGCCATAAGC TTTAGCGCCC GGGGGGGAGC TCCAGCTGCC ATAGCTATTC GAACTATAGC TTAAGGACGT

9441
9521 GCCC
CGGG
Anexo 3

Secuencia del plasmidio pFPCoE1

1

81
161
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601
1681
1761
1841
1921
2001
2081
2161
2241
2321
2401
2481
2561
2641

2721

GGGAGGCCTC
CCCTCCGGAG
TGCTTTATAA
ACGAAATATT
TGTGGTTTTT
ACACCAAAAA
AATTATTCAA
TTAATAAGTT
ATGATGAAAG
TACTACTTTC
GGAGTCCTCC
CCTCAGGAGG
TATTAAATGT
ATAATTTACA
TCTCCTCTAT
AGAGGAGATA
ACATAAAAAA
TGTATTTTTT
TTTGTTCCCT
AAACAAGGGA
CTCACAATTC
GAGTGTTAAG
AATTGCGTTG
TTAACGCAAC
GGAGAGGCGG
CCTCTCCGCC
GCGGTATCAG
CGCCATAGTC
AGGCCAGCAA
TCCGGTCGTT
ACAAAAATCG
TGTTTTTAGC
CTCGTGCGCT
GAGCACGCGA
TCATAGCTCA
AGTATCGAGT
AGCCCGACCG
TCGGGCTGGC
GCCACTGGTA
CGGTGACCAT
CACTAGAAGG
GTGATCTTCC
GCAAACAAAC
CGTTTGTTTG
GATCCTTTGA
CTAGGAAACT
AAAAAGGATC
TTTTTCCTAG
CTGACAGTTA
GACTGTCAAT
CCCGTCGTGT
GGGCAGCACA
ACCGGCTCCA
TGGCCGAGGT
CCATCCAGTC
GGTAGGTCAG
GCTACAGGCA
CGATGTCCGT
ATGATCCCCC
TACTAGGGGG
TATCACTCAT
ATAGTGAGTA
TACTCAACCA
ATGAGTTGGT
GCCACATAGC
CGGTGTATCG
TGAGATCCAG
ACTCTAGGTC
GCAAAAACAG

ATCAGCTGTA
TAGTCGACAT
CACTTGCTTG
GTGAACGAAC
ATAGAGAAAT
TATCTCTTTA
TATGGAAATC
ATACCTTTAG
AAAATGAATA
TTTTACTTAT
GTAGAATTAA
CATCTTAATT
GGTATCGGAC
CCATAGCCTG
TTTCTTTGAA
AAAGAAACTT
AGTTTAATGG
TCAAATTACC
TTAGTGAGGG
AATCACTCCC
CACACAACAT
GTGTGTTGTA
CGCTCACTGC
GCGAGTGACG
TTTGCGTATT
AAACGCATAA
CTCACTCAAA
GAGTGAGTTT
AAGGCCAGGA
TTCCGGTCCT
ACGCTCAAGT
TGCGAGTTCA
CTCCTGTTCC
GAGGACAAGG
CGCTGTAGGT
GCGACATCCA
CTGCGCCTTA
GACGCGGAAT
ACAGGATTAG
TGTCCTAATC
ACAGTATTTG
TGTCATAAAC
CACCGCTGGT
GTGGCGACCA
TCTTTTCTAC
AGAAAAGATG
TTCACCTAGA
AAGTGGATCT
CCAATGCTTA
GGTTACGAAT
AGATAACTAC
TCTATTGATG
GATTTATCAG
CTAAATAGTC
TATTAATTGT
ATAATTAACA
TCGTGGTGTC
AGCACCACAG
ATGTTGTGCA
TACAACACGT
GGTTATGGCA
CCAATACCGT
AGTCATTCTG
TCAGTAAGAC
AGAACTTTAA
TCTTGAAATT
TTCGATGTAA
AAGCTACATT
GAAGGCAAAA

TTTATATTCC
AAATATAAGG
TACCGATCCC
ATGGCTAGGG
ACAAATATTT
TGTTTATAAA
AAAGTAGAAT
TTTCATCTTA
CATAAATGCT
GTATTTACGA
TAAATGAATT
ATTTACTTAA
AGCGAAACAA
TCGCTTTGTT
GGTAGTAAAG
CCATCATTTC
ATCAGTTAAA
TAGTCAATTT
TTAATTGCGC
AATTAACGCG
ACGAGCCGGA
TGCTCGGCCT
CCGCTTTCCA
GGCGAAAGGT
GGGCGCTCTT
CCCGCGAGAA
GGCGGTAATA
CCGCCATTAT
ACCGTAAAAA
TGGCATTTTT
CAGAGGTGGC
GTCTCCACCG
GACCCTGCCG
CTGGGACGGC
ATCTCAGTTC
TAGAGTCAAG
TCCGGTAACT
AGGCCATTGA
CAGAGCGAGG
GTCTCGCTCC
GTATCTGCGC
CATAGACGCG
AGCGGTGGTT
TCGCCACCAA
GGGGTCTGAC
CCCCAGACTG
TCCTTTTAAA
AGGAAAATTT
ATCAGTGAGG
TAGTCACTCC
GATACGGGAG
CTATGCCCTC
CAATAAACCA
GTTATTTGGT
TGCCGGGAAG
ACGGCCCTTC
ACGCTCGTCG
TGCGAGCAGC
AAAAAGCGGT
TTTTTCGCCA
GCACTGCATA
CGTGACGTAT
AGAATAGTGT
TCTTATCACA
AAGTGCTCAT
TTCACGAGTA
CCCACTCGTG
GGGTGAGCAC
TGCCGCAAAA

AAAAAAAAAA
TTTTTTTTTT
AAAAATACCA
TTTTTATGGT
AGGTTATTAA
TCCAATAATT
CGATCAATAA
GCTAGTTATT
ACAAGGTTAT
TGTTCCAATA
AGACAGGATA
TCTGTCCTAT
GTGAATTGTA
CACTTAACAT
TTTATAAATA
AAATATTTAT
AGAAATAATA
TCTTTATTAT
GCTTGGCGTA
CGAACCGCAT
AGCATAAAGT
TCGTATTTCA
GTCGGGAAAC
CAGCCCTTTG
CCGCTTCCTC
GGCGAAGGAG
CGGTTATCCA
GCCAATAGGT
GGCCGCGTTG
CCGGCGCAAC
GAAACCCGAC
CTTTGGGCTG
CTTACCGGAT
GAATGGCCTA
GGTGTAGGTC
CCACATCCAG
ATCGTCTTGA
TAGCAGAACT
TATGTAGGCG
ATACATCCGC
TCTGCTGAAG
AGACGACTTC
TTTTTGTTTG
AAAAACAAAC
GCTCAGTGGA
CGAGTCACCT
TTAAAAATGA
AATTTTTACT
CACCTATCTC
GTGGATAGAG
GGCTTACCAT
CCGAATGGTA
GCCAGCCGGA
CGGTCGGCCT
CTAGAGTAAG
GATCTCATTC
TTTGGTATGG
AAACCATACC
TAGCTCCTTC
ATCGAGGAAG
ATTCTCTTAC
TAAGAGAATG
ATGCGGCGAC
TACGCCGCTG
CATTGGAAAA
GTAACCTTTT
CACCCAACTG
GTGGGTTGAC
AAGGGAATAA

AATAAAATTT
TTATTTTAAA
TAATCTATTG
ATTAGATAAC
CAAATTATGA
GTTTAATACT
TAACTTTTGT
ATTGAAAACA
GTAGTTCTAG
CATCAAGATC
AATAGATCAT
TTATCTAGTA
CGTCCACCGC
GCAGGTGGCG
GTTACATACA
CAATGTATGT
CTGTTAAACG
GACAATTTGC
ATCATGGTCA
TAGTACCAGT
GTAAAGCCTG
CATTTCGGAC
CTGTCGTGCC
GACAGCACGG
GCTCACTGAC
CGAGTGACTG
CAGAATCAGG
GTCTTAGTCC
CTGGCGTTTT
GACCGCAAAA
AGGACTATAA
TCCTGATATT
ACCTGTCCGC
TGGACAGGCG
GTTCGCTCCA
CAAGCGAGGT
GTCCAACCCG
CAGGTTGGGC
GTGCTACAGA
CACGATGTCT
CCAGTTACCT
GGTCAATGGA
CAAGCAGCAG
GTTCGTCGTC
ACGAAAACTC
TGCTTTTGAG
AGTTTTAAAT
TCAAAATTTA
AGCGATCTGT
TCGCTAGACA
CTGGCCCCAG
GACCGGGGTC
AGGGCCGAGC
TCCCGGCTCG
TAGTTCGCCA
ATCAAGCGGT
CTTCATTCAG
GAAGTAAGTC
GGTCCTCCGA
CCAGGAGGCT
TGTCATGCCA
ACAGTACGGT
CGAGTTGCTC
GCTCAACGAG
CGTTCTTCGG
GCAAGAAGCC
ATCTTCAGCA
TAGAAGTCGT
GGGCGACACG

CAATTTTTAG
GTTAAAAATC
TCTGGAATAA
AGACCTTATT
AAATTAAGTA
TTTAATTCAT
AAGCTAAGTT
TTCGATTCAA
AGGAAGAGAT
TCCTTCTCTA
GCAATGACTA
CGTTACTGAT
GACCTTATAT
CTGGAATATA
AGATTCTTAT
TCTAAGAATA
ATGATAACAA
TACTATTGTT
TAGCTGTTTC
ATCGACAAAG
GGGTGCCTAA
CCCACGGATT
AGCTGCATTA
TCGACGTAAT
TCGCTGCGCT
AGCGACGCGA
GGATAACGCA
CCTATTGCGT
TCCATAGGCT
AGGTATCCGA
AGATACCAGG
TCTATGGTCC
CTTTCTCCCT
GAAAGAGGGA
AGCTGGGCTG
TCGACCCGAC
GTAAGACACG
CATTCTGTGC
GTTCTTGAAG
CAAGAACTTC
TCGGAAAAAG
AGCCTTTTTC
ATTACGCGCA
TAATGCGCGT
ACGTTAAGGG
TGCAATTCCC
CAATCTAAAG
GTTAGATTTC
CTATTTCGTT
GATAAAGCAA
TGCTGCAATG
ACGACGTTAC
GCAGAAGTGG
CGTCTTCACC
GTTAATAGTT
CAATTATCAA
CTCCGGTTCC
GAGGCCAAGG
TCGTTGTCAG
AGCAACAGTC
TCCGTAAGAT
AGGCATTCTA
TTGCCCGGCG
AACGGGCCGC
GGCGAAAACT
CCGCTTTTGA
TCTTTTACTT
AGAAAATGAA
GAAATGTTGA

AATTCGAGGC
TTAAGCTCCG
TAATGTAAAT
ATTACATTTA
TTTGTATTCC
AAACATAAGG
ACGAAGATAT
TGCTTCTATA
ATATTAGATT
TATAATCTAA
CTACGATTAT
GATGCTAATA
TACATATTTC
ATGTATAAAG
CAATTAGAAT
GTTAATCTTA
TATGGGCCCG
ATACCCGGGC
CTGTGTGAAA
GACACACTTT
TGAGTGAGCT
ACTCACTCGA
ATGAATCGGC
TACTTAGCCG
CGGTCGTTCG
GCCAGCAAGC
GGAAAGAACA
CCTTTCTTGT
CCGCcceecr
GGCGGGGGGA
CGTTTCCCCC
GCAAAGGGGG
TCGGGAAGCG
AGCCCTTCGC
TGTGCACGAA
ACACGTGCTT
ACTTATCGCC
TGAATAGCGG
TGGTGGCCTA
ACCACCGGAT
AGTTGGTAGC
TCAACCATCG
GAAAAAAAGG
CTTTTTTTCC
ATTTTGGTCA
TAAAACCAGT
TATATATGAG
ATATATACTC
CATCCATAGT
GTAGGTATCA
ATACCGCGAG
TATGGCGCTC
TCCTGCAACT
AGGACGTTGA
TGCGCAACGT
ACGCGTTGCA
CAACGATCAA
GTTGCTAGTT
AAGTAAGTTG
TTCATTCAAC
GCTTTTCTGT
CGAAAAGACA
TCAATACGGG
AGTTATGCCC
CTCAAGGATC
GAGTTCCTAG
TCACCAGCGT
AGTGGTCGCA
ATACTCATAC

CAGATTTACT
GTCTAAATGA
AGTTTTTGTA
TCAAAAACAT
AGCTTATAAC
TCGAATATTG
AGAAATTATT
TCTTTAATAA
GGATGAGTAA
CCTACTCATT
AGGGGAATAG
TCCCCTTATC
ACATTGGATT
TGTAACCTAA
ATGAGCTAAT
TACTCGATTA
GTACCCAGCT
CATGGGTCGA
TTGTTATCCG
AACAATAGGC
AACTCACATT
TTGAGTGTAA
CAACGCGCGG
GTTGCGCGCC
GCTGCGGCGA
CGACGCCGCT
TGTGAGCAAA
ACACTCGTTT
GACGAGCATC
CTGCTCGTAG
TGGAAGCTCC
ACCTTCGAGG
TGGCGCTTTC
ACCGCGAAAG
CCCCCCGTTC
GGGGGGCAAG
ACTGGCAGCA
TGACCGTCGT
ACTACGGCTA
TGATGCCGAT
TCTTGATCCG
AGAACTAGGC
ATCTCAAGAA
TAGAGTTCTT
TGAGATTATC
ACTCTAATAG
TAAACTTGGT
ATTTGAACCA
TGCCTGACTC
ACGGACTGAG
ACCCACGCTC
TGGGTGCGAG
TTATCCGCCT
AATAGGCGGA
TGTTGCCATT
ACAACGGTAA
GGCGAGTTAC
CCGCTCAATG
GCCGCAGTGT
CGGCGTCACA
GACTGGTGAG
CTGACCACTC
ATAATACCGC
TATTATGGCG
TTACCGCTGT
AATGGCGACA
TTCTGGGTGA
AAGACCCACT
TCTTCCTTTT
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Poxvirus recombinantes para antigenos del VHC

2801

2881

2961

3041

3121

3201

3281

3361

3441

3521

3601

3681

3761

3841

3921

4001

4081

4161

4241

4321

4401

4481

4561

4641

4721

4801

4881

4961

5041

5121

5201

5281

5361

5441

5521

CGTTTTTGTC CTTCCGTTTT ACGGCGTTTT TTCCCTTATT CCCGCTGTGC CTTTACAACT TATGAGTATG AGAAGGAAAA
TCAATATTAT TGAAGCATTT ATCAGGGTTA TTGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA
AGTTATAATA ACTTCGTAAA TAGTCCCAAT AACAGAGTAC TCGCCTATGT ATAAACTTAC ATAAATCTTT TTATTTGTTT
TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG TGCCACCTAA ATTGTAAGCG TTAATATTTT GTTAAAATTC GCGTTAAATT
ATCCCCAAGG CGCGTGTAAA GGGGCTTTTC ACGGTGGATT TAACATTCGC AATTATAAAA CAATTTTAAG CGCAATTTAA
TTTGTTAAAT CAGCTCATTT TTTAACCAAT AGGCCGAAAT CGGCAAAATC CCTTATAAAT CAAAAGAATA GACCGAGATA
AAACAATTTA GTCGAGTAAA AAATTGGTTA TCCGGCTTTA GCCGTTTTAG GGAATATTTA GTTTTCTTAT CTGGCTCTAT
GGGTTGAGTG TTGTTCCAGT TTGGAACAAG AGTCCACTAT TAAAGAACGT GGACTCCAAC GTCAAAGGGC GAAAAACCGT
CCCAACTCAC AACAAGGTCA AACCTTGTTC TCAGGTGATA ATTTCTTGCA CCTGAGGTTG CAGTTTCCCG CTTTTTGGCA
CTATCAGGGC GATGGCCCAC TACGTGAACC ATCACCCTAA TCAAGTTTTT TGGGGTCGAG GTGCCGTAAA GCACTAAATC
GATAGTCCCG CTACCGGGTG ATGCACTTGG TAGTGGGATT AGTTCAAAAA ACCCCAGCTC CACGGCATTT CGTGATTTAG
GGAACCCTAA AGGGAGCCCC CGATTTAGAG CTTGACGGGG AAAGCCGGCG AACGTGGCGA GAAAGGAAGG GAAGAAAGCG
CCTTGGGATT TCCCTCGGGG GCTAAATCTC GAACTGCCCC TTTCGGCCGC TTGCACCGCT CTTTCCTTCC CTTCTTTCGC
AAAGGAGCGG GCGCTAGGGC GCTGGCAAGT GTAGCGGTCA CGCTGCGCGT AACCACCACA CCCGCCGCGC TTAATGCGCC
TTTCCTCGCC CGCGATCCCG CGACCGTTCA CATCGCCAGT GCGACGCGCA TTGGTGGTGT GGGCGGCGCG AATTACGCGG
GCTACAGGGC GCGTCCCATT CGCCATTCAG GCTGCGCAAC TGTTGGGAAG GGCGATCGGT GCGGGCCTCT TCGCTATTAC
CGATGTCCCG CGCAGGGTAA GCGGTAAGTC CGACGCGTTG ACAACCCTTC CCGCTAGCCA CGCCCGGAGA AGCGATAATG
GCCAGCTGGC GAAAGGGGGA TGTGCTGCAA GGCGATTAAG TTGGGTAACG CCAGGGTTTT CCCAGTCACG ACGTTGTAAA
CGGTCGACCG CTTTCCCCCT ACACGACGTT CCGCTAATTC AACCCATTGC GGTCCCAAAA GGGTCAGTGC TGCAACATTT
ACGACGGCCA GTGAGCGCGC GTAATACGAC TCACTATAGG GCGAATTGGA GCTCCACCGC GGAATATCTA TTAAAAGAAT
TGCTGCCGGT CACTCGCGCG CATTATGCTG AGTGATATCC CGCTTAACCT CGAGGTGGCG CCTTATAGAT AATTTTCTTA
TGGCAGACAC GGCATCGCAA AGAGCGGAAG CTATTGAATC AGCGATGCGA GTTATAGATG AAAAAATTAC TGGTGATGAA
ACCGTCTGTG CCGTAGCGTT TCTCGCCTTC GATAACTTAG TCGCTACGCT CAATATCTAC TTTTTTAATG ACCACTACTT
ACAAAATGGA ATTGGTTACC CCACGAAATA AAATACAACA TACTTGAATA TATAGGCAAT AAAGAGCTTG ACATCGCATC
TGTTTTACCT TAACCAATGG GGTGCTTTAT TTTATGTTGT ATGAACTTAT ATATCCGTTA TTTCTCGAAC TGTAGCGTAG
TATGAAATAA AATACAACAT ACTTGAATAT ATAGGCAATA AAGAGCTTGA CATCACATCT ATGAAATAAA ATTATTTTTA
ATACTTTATT TTATGTTGTA TGAACTTATA TATCCGTTAT TTCTCGAACT GTAGTGTAGA TACTTTATTT TAATAAAAAT
TAACTAAATA TATATTTTGA TATAGAAAAA TCTAGTCATG AATATGGTAC AAACAGAAAT ATTGAAGGTG ATAAGTCTTA
ATTGATTTAT ATATAAAACT ATATCTTTTT AGATCAGTAC TTATACCATG TTTGTCTTTA TAACTTCCAC TATTCAGAAT
TATAGCAATA TAGAAGTAAA CATAGGCAAA ACAAGTATTC TAATAGATAT TTTGCTAACT ATGTAGTACA ATATAAGTAT
ATATCGTTAT ATCTTCATTT GTATCCGTTT TGTTCATAAG ATTATCTATA AAACGATTGA TACATCATGT TATATTCATA
ATTAATTTTG TTACCGTGTC GTCTTAATCA ATAAAACGTA AAAGCCGTTA TTAAACATAT ATAAATATCC TGATTATCGT
TAATTAAAAC AATGGCACAG CAGAATTAGT TATTTTGCAT TTTCGGCAAT AATTTGTATA TATTTATAGG ACTAATAGCA
GATATATGAT AAATATTGCC TTATGATGTA AAGAAAGATA GAGCGTGTAC TAAAAAAATA AACAAATAAG TGACTAAATT
CTATATACTA TTTATAACGG AATACTACAT TTCTTTCTAT CTCGCACATG ATTTTTTTAT TTGTTTATTC ACTGATTTAA
ATAATATAAT GGGCAATTCT ACATCTTTAT TTCAACGACT AGTAAATACT TTTATCATAG CGATTGTCCG AATCTTCGGA
TATTATATTA CCCGTTAAGA TGTAGAAATA AAGTTGCTGA TCATTTATGA AAATAGTATC GCTAACAGGC TTAGAAGCCT
AGAAGAAAGC GGTTATGTTG TGGAAGGTGA TTATGTTGAA TTCTTAGCGA CCGGAGATTG GCGGGACGAA TACGACGCCC
TCTTCTTTCG CCAATACAAC ACCTTCCACT AATACAACTT AAGAATCGCT GGCCTCTAAC CGCCCTGCTT ATGCTGCGGG
ATATCCCACG GCTGTTCAAT CCAGGTATCT TGCGGGATTT CAACAACATA GTCATCAACC AGCGGACGAC CAGCCGGTTT
TATAGGGTGC CGACAAGTTA GGTCCATAGA ACGCCCTAAA GTTGTTGTAT CAGTAGTTGG TCGCCTGCTG GTCGGCCAAA
TGCGAAGATG GTGACAAAGT GCGCTTTTGG ATACATTTCA CGAATCGCAA CCGCAGTACC ACCGGTATCC ACCAGGTCAT
ACGCTTCTAC CACTGTTTCA CGCGAAAACC TATGTAAAGT GCTTAGCGTT GGCGTCATGG TGGCCATAGG TGGTCCAGTA
CAATAACGAT GAAGCCTTCG CCATCGCCTT CTGCGCGTTT CAGCACTTTA AGCTCGCGCT GGTTGTCGTG ATCGTAGCTG
GTTATTGCTA CTTCGGAAGC GGTAGCGGAA GACGCGCAAA GTCGTGAAAT TCGAGCGCGA CCAACAGCAC TAGCATCGAC
GAAATACAAA CGGTATCGAC ATGACGAATA CCCAGTTCAC GCGCCAGTAA CGCACCCGGT ACCAGACCGC CACGGCTTAC
CTTTATGTTT GCCATAGCTG TACTGCTTAT GGGTCAAGTG CGCGGTCATT GCGTGGGCCA TGGTCTGGCG GTGCCGAATG
GGCAATAATG CCTTTCCATT GTTCAGAAGG CATCAGTCGG CTTGCGAGTT TACGTGCATG GATCTGCAAC ATGTCCCAGG
CCGTTATTAC GGAAAGGTAA CAAGTCTTCC GTAGTCAGCC GAACGCTCAA ATGCACGTAC CTAGACGTTG TACAGGGTCC
TGACGATGTA TTTTTCGCTC ATGCTCGAGT GCAATAAATT AGAATATATT TTCTACTTTT ACGAGCTTGT CGAAGCTTAG
ACTGCTACAT AAAAAGCGAG TACGAGCTCA CGTTATTTAA TCTTATATAA AAGATGAAAA TGCTCGAACA GCTTCGAATC
ATCTAGAAAA ACTAGTCACT TATGCCATGG CATGCTGCAG GTCGACGGAT CCGGAGTAAC TGCGATACCA CTAGGGCTGT
TAGATCTTTT TGATCAGTGA ATACGGTACC GTACGACGTC CAGCTGCCTA GGCCTCATTG ACGCTATGGT GATCCCGACA
| R L L Q S VV L AT
TGAAGGTGAC CAGTTCATCA TCATATCCCA GGCCATGCGG TGACCTGATA CGTGGCCGGG ATAGATTGAG CAGTTGCAGT
ACTTCCACTG GTCAAGTAGT AGTATAGGGT CCGGTACGCC ACTGGACTAT GCACCGGCCC TATCTAACTC GTCAACGTCA

S P S W N M M M D W A M R H G S V H G P Y I § C N C D -

CCTGTGCTGT CTCATGCCGG CGAGGCGAGA AGGTGAACAG CTGGGAAACG AGGAAAACAG ATCCGCAGAG ATCCCCCACG
GGACACGACA GAGTACGGCC GCTCCGCTCT TCCACTTGTC GACCCTTTGC TCCTTTTGTC TAGGCGTCTC TAGGGGGTGC

-.Q AT E H R R P S F T F L Q S V L F VvV S G C L D G V Y-

TACATAGCGG AGCAGAGAGC AGCCGCCCCA ACGAGCAAAT CGACGTGGCG TCGTATTGTC GTGGTGGGGA CGCTGGCATT
ATGTATCGCC TCGTCTCTCG TCGGCGGGGT TGCTCGTTTA GCTGCACCGC AGCATAACAG CACCACCCCT GCGACCGTAA
.- M A S C L A A A G V L L D V. H R R I T T T P V S AN

CCTGGCCGCG AGTGTGGGGG TGAGCGCTAC CCAGCAGCGG GAGGTGTTGT CCTCCCGAAC GCAGGGCACG CATCCGGGGG
GGACCGGCGC TCACACCCCC ACTCGCGATG GGTCGTCGCC CTCCACAACA GGAGGGCTTG CGTCCCGTGC GTAGGCCCCC

R A A L T P T L AV W C R S T N D E R V c P VvV C G P T -

TGTGCATGAT CATGTCGTCT GCCTCATACA CAATGCTTGA GTTGGAGCAG TCGTTCGTGA CATGGTACAC CCCGGACGCG
ACACGTACTA GTACAGCAGA CGGAGTATGT GTTACGAACT CAACCTCGTC AGCAAGCACT GTACCATGTG GGGCCTGCGC

-H M 1 M D D A E Y V I S S N S C D N T V H'Y Vv G S A N-

TTGCGCACTT CATAGGCGGA AACTGGGATG GTCAAACAGG ACAGCAAAGC CAAAAGGAAG AGAGAGAAAG AGCAACCGGG
AACGCGTGAA GTATCCGCCT TTGACCCTAC CAGTTTGTCC TGTCGTTTCG GTTTTCCTTC TCTCTCTTTC TCGTTGGCCC
..R V E Y A S V P I T L C S L L A L L FL S F S c G P

CAGATTCCCT GTTGCATAAT TCACGCCGTC CTCCAGAACC CGGACGCCAT GCGCCAGGGC CCTGGCAGCG CCCCCTAGGG
GTCTAAGGGA CAACGTATTA AGTGCGGCAG GAGGTCTTGG GCCTGCGGTA CGCGGTCCCG GGACCGTCGC GGGGGATCCC

L NG T A Y N V G D E L V R V G H AL A RAAG G L P -

GGGCGCCGAC GAGCGGAATG TACCCCATGA GGTCGGCGAA GCCGCATGTG AGGGTATCGA TGACCTTACC CAAATTACGC
CCCGCGGCTG CTCGCCTTAC ATGGGGTACT CCAGCCGCTT CGGCGTACAC TCCCATAGCT ACTGGAATGG GTTTAATGCG

. A G V L P 1Y G M L D A F G C T L T D 1 vV K G L NR S-

GACCTACGCC GGGGGTCAGT GGGGCCCCAA CTAGGCCGAG AGCCACGGGG TGACAGGAGC CATCCTGCCC ATCCCATGCC
CTGGATGCGG CCCCCAGTCA CCCCGGGGTT GATCCGGCTC TCGGTGCCCC ACTGTCCTCG GTAGGACGGG TAGGGTACGG
.R RR PDT PGWS PRS GRP SLLW GAW GMSG
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ANexos

5601 CTCGTTACCA TAGAGGGGCC AAGGGTACCC
GAGCAATGGT ATCTCCCCGG TTCCCATGGG
E N G Y L P W P Y G
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