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os primeros datos sobre hepatitis no A no B (NANB) se
remontan a principios de los anos setenta, cuando se
constato que la mayoria de las hepatitis
postransfusionales (HPT) no eran debidas a los dos virus de la hepatitis

conocidos hasta entonces; el virus de la hepatitis B (VHB) y el de la A
(VHA) (Alter y cols.,1972; Feinstone y cols., 1975).

El concepto de hepatitis NANB surgio en ese momento, ya que
no se tenia la certeza de que el cuadro de HPT estuviese relacionado
con otros agentes. De hecho, estudios realizados en animales con el
objetivo de demostrar la transmisibilidad de “el/los virus de la hepatitis
NANB”, pusieron de manifiesto que al menos dos agentes podian estar
involucrados (Tabor y cols., 1979; Hollinger y cols., 1980; Yoshizawa y
cols., 1981; Bradley y cols., 1983).

En 1989, Choo y cols. clonaron parte del genoma del virus de la
hepatitis C (VHC), desarrollandose pruebas serolégicas capaces de
detectar anticuerpos frente a diversos epitopos viricos (Hollinger y
cols., 1980) y pruebas virolégicas (Houghton y cols., 1991), que
posibilitaban la deteccion del genoma virico tanto en suero (Garson y
cols., 1990), como en células mononucleares de sangre periferica
(CMSP) (Zignego y cols., 1992) y en tejido hepatico (Weiner y cols.,
1990). El uso a gran escala de estas técnicas de diagnéstico confirmo
que la mayoria de las HPT (Esteban y cols., 1990) y una proporcion
importante de casos de hepatitis agudas esporadicas (Alter y cols.,

1990) y hepatitis cronicas, estaban relacionadas con este nuevo virus.

Por tanto, el descubrimiento del VHC mediante técnicas de
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biologia molecular ha supuesto un hito en la historia de la hepatologia,
que viene reflejado por la gran cantidad de informacién que se publica
al respecto. El gran interés despertado por este descubrimiento desvio
momentaneamente el interés por otros agentes causantes de hepatitis.
No obstante, aun existen casos de hepatitis supuestamente viricas, en
los que la investigacion de todos los virus conocidos es negativa. Este
problema ha mantenido activa la busqueda de nuevos agentes capaces
de ocasionar hepatitis en humanos y hace unos anos se logro

identificar un nuevo agente, el virus G (VHG).
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1.1. VIRUS GB DE LA HEPATITIS

1.1.1. EL AGENTE GB

Los antecedentes historicos de los virus GB de la hepatitis
(GBV) hay que buscarlos en los trabajos de Deinhardt y cols. (1967),
que describieron el primer modelo primate no humano para la hepatitis
virica. Utilizando tamarinos (pequeinos primates de América del Sur del
género Sanguinus) consiguieron transmitir una hepatitis a partir de la
inoculacion de los mismos con dos fuentes de origen humano; plasma
(WWS55) de un varon obtenido tres dias antes de la aparicion de un
cuadro de hepatitis ictérica y suero de un cirujano, cuyas iniciales eran

GB, que desarrollé una hepatitis aguda.

Mas tarde, se ensayaron otros indéculos de origen humano
capaces de inducir hepatitis en tamarinos. EI MS-1 procedia de un

conjunto de 22 muestras de nifios con hepatitis A (Krugman y cols.,

1967).

El agente Berlin se obtuvo de sueros de pacientes con hepatitis
aguda. Mediante experimentos de inoculacion cruzada, se trato de
caracterizar la relacién antigénica de estos indculos. La reinoculacion
con el mismo agente que habia inducido anteriormente hepatitis no
provocaba un nuevo brote de ésta. Es decir, habia resistencia a la
reinfeccion con indculos autdlogos. Se comprob6é que el agente GB

estaba relacionado antigénicamente con el agente Berlin y con el WW-
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55, ya que la inoculacion previa por uno de ellos protegia de una
posterior infeccion con los otros. El MS-1 no parecia estar relacionado

con los otros tres agentes.

Se realizaron una serie de experimentos para tratar de dilucidar
cuales eran las posibles vias de transmision de la infeccion. El agente
GB trasmitido por via parenteral a los tamarinos no parecia contagiarse
de unos a otros (Parks y cols., 1969), si bien se comprobé que los
animales alimentados con material infeccioso procedente del suero GB
desarrollaban hepatitis (Deinhardt y cols., 1975). La administracion
intravenosa de extractos fecales obtenidos de un tamarino con hepatitis
aguda a otro animal sano no provocaba enfermedad (Karayiannis y
cols., 1989). Por lo tanto, parecia que la infeccion se transmitia por via
parenteral y, aunque el agente GB fuera también infeccioso por via

oral, no se excretaba por las heces.

Mediante experimentos de filtracion, se comprobd que el agente
GB era un virus pequeno, ya que los animales inoculados con suero
tras pasarlo por un filtro de 50 y 25 nm desarrollaban hepatitis en un
100 y 80% respectivamente. El tratamiento del inéculo mediante una
solucion de éter al 50% durante 18 horas a 4°C, reducia su infectividad

en un 75%, lo que hizo pensar que el agente GB era un virus con

envuelta (Parks y cols., 1969).

A mediados de |la década de los 70 se realizaron estudios de
microscopia electronica con el agente GB que resultaron
contradictorios. Se detectaron particulas de entre 20 y 36 nm en

plasma infeccioso de tamarinos, heces y homogeneizados de higado
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durante la fase aguda de la enfermedad. Sin embargo, no se pudieron

asociar estas particulas con el agente GB (Almeida y cols., 1976;

Dienstag y cols., 1976).

Parks y Melnick (1969) cuestionaron el origen humano del
agente GB, ya que observaron la aparicion de un caso espontaneo de
hepatitis en un tamarino, que podia ser transmitida a otros animales de
manera similar al agente GB. Ademas, una muestra obtenida de uno de
estos tamarinos, el WSP-5, tenia el mismo efecto que el agente GB en

estudios de inoculacion cruzada.

Por otra parte, observaron que no todos los tamarinos
inoculados eran susceptibles a la infeccion, lo que sugeria que los
animales resistentes podrian haber adquirido inmunidad frente al
agente GB por una exposicion natural previa. Estos hallazgos ponian
en entredicho la teoria defendida por otros autores acerca del origen

humano del agente GB. Sin embargo, no fueron corroborados por

estudios posteriores.

Con la identificacion de los virus VHA y VHB a principios de la
década de los 70, los estudios sobre el agente GB quedaron relegados

a un segundo plano hasta la década de los 80.

1.1.2. LOS VIRUS DE LA HEPATITIS GB

La clonacién del agente GB fue posible gracias a la utilizacion
del analisis de la diferencia representativa (RDA), que es una téecnica

de biologia molecular basada en la amplificacion del genoma virico
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mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por
primera vez por Lisitsyn y cols. en 1993. La PCR es una reaccion
enzimatica realizada in vitro en la que se amplifican secuencias
especificas del ADN utilizando secuencias cortas de nucleotidos
sintéticos, llamados cebadores o iniciadores, que hibridan de forma
especifica con cada una de las cadenas de ADN y definen los dos
extremos del fragmento a identificar. Este método permitia obviar las
dificultades que planteaba el empleo de las técnicas convencionales
de biologia molecular para el aislamiento de genes que habian sido

empleados para la identificacion del VHC y del virus de la hepatitis E.

En 1995 Simons y cols. (1995a) consiguieron clonar el agente
GB empleando este método. Los pasos que llevaron a cabo fueron los
siguientes: 1) obtuvieron muestras de plasma de un tamarino infectado
por GB (T-1053) antes y después de la inoculacion; 2) debido a que no
conocian si el genoma virico era ADN o ARN y de cadena doble o
sencilla, hicieron una copia de ADN complementario (ADNc) mediante
una transcripcion en reverso (RT), utilizando oligonucleodtidos con
secuencias aleatorias; 3) a continuacion sintetizaron cadenas
complementarias a éstas, mediante una enzima polimerasa vy
deoxinucleédtidos trifosfatos (dNTPs), obteniendo cadenas dobles de
ADN; 4) sometieron estas dobles cadenas a la accion de la enzima de
restriccion Sau3A | (que corta 4 pares de bases); 5) utilizando un
cebador especifico, el R-Bgl, realizaron la hibridacion entre el producto
resultante y los acidos nucléicos obtenidos del plasma antes y despues

de la inoculacion y 6) mediante PCR realizaron una amplificacion

selectiva de las secuencias obtenidas.
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Tras repetidos pasos de hibridacion y amplificacion selectiva,
fueron eliminando los acidos nucléicos que presumiblemente
pertenecian al animal, es decir, los que estaban presentes en el plasma
pre y post inoculacién, permaneciendo los acidos nucléicos viricos. Se
aislaron un total de 76 productos de PCR que posteriormente fueron
clonados. Mediante hibridacion cruzada, se comprobo que 10 clones
obtenidos por RDA no estaban presentes en el genoma humano,
tamarinos no infectados, Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coll.
Este hecho apoyaba la hipotesis de que estos clones derivaban de un
agente exogeno. Mediante RT-PCR, se detectd la presencia de estas
secuencias en el plasma del tamarino inoculado con el agente
infeccioso, pero no en el plasma previo a la inoculacion ni en el de

tamarinos sanos.

De la misma forma, fue posible detectar las secuencias
investigadas en el material que se empledé como inoculo para infectar al
animal (H205 GB pasaje 11). La deteccion de las secuencias solo fue
posible tras la RT de los acidos nucléicos, lo que sugeria que el clon
investigado derivaba de un virus ARN. En 5 de los clones aislados se
apreciaban similitudes con otros flavivirus, concretamente con las

regiones no estructurales del VHC.

Para la clonacion del genoma virico completo se emplearon
técnicas de PCR usando iniciadores con secuencias especificas de los
clones ya aislados y amplificando secuencias presentes entre los

clones obtenidos por RDA.

Tras el analisis de las secuencias obtenidas, pudo comprobarse
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que en el plasma del tamarino T-1053 en fase aguda coexistian dos
moléculas de ARN, es decir, dos genomas diferentes, pero con cierta
identidad entre sus secuencias y con miembros del grupo del VHC. Los

dos genomas aislados se denominaron GB virus A (GBV-A) y GB virus
B (GBV-B) (Karayiannis y cols., 1989).

El genoma del GBV-A consiste en una hebra de ARN formada
por 9.493 nucledtidos y contiene las secuencias encontradas en 5 de
los 7 clones que se obtuvieron por RDA. El GBV-B tiene al menos
9.143 nucledtidos y contiene las secuencias de los dos clones
restantes (Muerhoff y cols., 1995). Ambos virus presentan una unica
region de lectura abierta (ORF) que codifica para una poliproteina

putativa de una longitud aproximada de 3000 aminoacidos.

Mediante Northern-blot pudo comprobarse que en el higado del
tamarino T-1053 habia una alta concentracion de ARN del GBV-B, pero
no del GBV-A. En el plasma de fase aguda se demostro la presencia
de GBV-B, mientras que el GBV-A podia no estar presente. Se
confirmo la existencia de dos virus por estudios que demostraban que
las dos especies de ARN presentes en el inéculo del agente GB podian
ser filtradas, diluidas y transmitidas independientemente a tamarinos.
La naturaleza virica de estos dos agentes se demostraba al poder ser
detectados mediante RT-PCR en sueros de tamarinos, que

previamente habian sido inoculados con GBV-A y GBV-B, tras ser

pasados por un filtro de 0,1 um (Schalauder y cols., 1995).

La viremia producida por el GBV-B, demostrada por RT-PCR,

provocaba elevacion de enzimas hepaticas, mientras que esto no se

N E NN NN E NN NN NNENENAERNENNENNENNEEESE BN E NN N NN ANNEENEN RN NN ENENEREENNNRENNN.
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demostré en viremias producidas exclusivamente por el GBV-A. En
tamarinos infectados por ambos virus, podia detectarse la presencia de
los dos tipos de acidos nucléicos en plasma extraido en fase aguda,

pero solamente se detectaba el ARN del GBV-B en el higado (Simons y
cols., 1995a).

Esto sugeria que era el GBV-B el que causaba hepatitis en los
animales inoculados. Probablemente, los estudios iniciales basados en
la observacion de hepatitis bioquimica estaban referidos

exclusivamente al GBV-B (Simons y Mushahwar, 1996).

Mediante la determinacion por RT-PCR de estos dos nuevos
agentes viricos en el suero original del cirujano GB, obtenido tres dias
después de la aparicion de la ictericia, habria sido posible comprobar si
alguno de ellos habia causado el cuadro de hepatitis aguda, pero este
suero ya no existia en el momento en que se identificaron estos virus.
Los ensayos realizados en los indculos que se habian obtenido a las 3
y 8 semanas tras la aparicion de la hepatitis, resultaron repetidamente
negativos a la determinacion por RT-PCR para el GBV-A y GBV-B
(Schalauder y cols., 1995).

No obstante, esto no excluye a estos virus como causantes de
hepatitis en humanos, ya que la ausencia de ARN en estos sueros
puede deberse a la degradacion del mismo durante el largo periodo y
las condiciones de almacenaje (casi 30 anos a -20°C). En el suero
correspondiente a la octava semana de enfermedad se pudo demostrar
una relacion indirecta con el GBV-A. Pilot-Matias y cols. (1996)

encontraron una reaccion deébil entre anticuerpos del suero del cirujano
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GB y dos proteinas codificadas por la region NS5 del GBV-A mediante
analisis de Western-blot, pero no encontraron reactividad con proteinas
de GBV-B. Al no contar con suero basal del cirujano GB, no pudieron
determinar si esta seroactividad era debida a un proceso de
seroconversion o a reacciones cruzadas con anticuerpos inducidos por
algun antigeno no relacionado con el virus. De cualquier forma, estos

dos nuevos virus podrian estar implicados en algunas formas de

hepatitis NANB.

Tras la clonacion del genoma completo de los GBV, fue posible
desarrollar técnicas de ELISA para determinar la seroprevalencia frente
a estos virus en distintas poblaciones humanas. Para ello, se
expresaron regiones de los genomas del GBV-A y GBV-B como
proteinas recombinantes en E. coli. Las regiones antigenicas se

identificaron por Western-blot usando plasma de tamarinos

convalecientes, plasma del cirujano GB convaleciente y diversos

plasmas de individuos de alto riesgo o con hepatitis NANE (Pilot-Matias
y cols., 1996).

Se desarrollaron 9 ELISAs diferentes: para el GBV-A utilizaban
proteinas codificadas por los genes no estructurales, mientras que para
el GBV-B se empleaban proteinas codificadas por las regiones
putativas del core, NS3, NS4 y NS5 (Muerhoff y cols., 1995). En los
animales inoculados con GBV-B o con ambos virus, se detecto
mediante ELISA la presencia de anticuerpos frente a regiones putativas
del GBV-B, pero no frente al GBV-A. Ello probablemente fuera debido a
la menor capacidad inmunogénica del GBV-A y mas concretamente de

los antigenos seleccionados. Esto podria explicar los resultados
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iniciales en tamarinos infectados, en los que se comprobaba que

existia proteccién frente a la reinfeccion por GBV-B, pero no frente a
GBV-A (Fagan y cols., 1987).

Para estudiar la seroprevalencia del GBV-A y GBV-B en
poblaciones humanas se emplearon dos grupos: uno considerado de
bajo riesgo, constituido por donantes sanos, y otro de alto riesgo,
formado por un grupo de adictos a drogas por via parenteral (ADVP) y
por individuos de Africa Occidental. En las muestras de donantes sanos
de EEUU, que eran negativas para VHB y VHC, la seroprevalencia
frente a GBV-A fue del 0,3%, frente a un 1,2% para el GBV-B. En
ningun caso hubo positividad para ambos virus. La seroprevalencia

total de anticuerpos para cualquiera de estos dos virus en los donantes

voluntarios de sangre fue del 1,5%.

La poblacion considerada como de alto riesgo estaba constituida
por 102 individuos ADVP, con una alta seroprevalencia frente al VHC
(99%) y VHB (76%). Demostraron la existencia de anticuerpos frente al
GBV-A en el 3% y en el 11% para GBV-B, siendo la seroprevalencia

total del 14%.

También fue considerada poblacion de alto riesgo un grupo
constituido por 1.300 individuos de Africa Occidental, una region
geografica donde la infeccién por agentes causantes de hepatitis es
relativamente elevada (6% para VHC y 14% para VHB). Se detecto una
seroprevalencia total para GBV-A y GBV-B del 19,9%. En 40 casos, las
muestras resultaron positivas para ambos virus. El analisis estadistico

de estos datos demostraba que en los grupos considerados como de
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alto riesgo, la seroprevalencia frente al GBV-A y GBV-B era

estadisticamente superior a la hallada en el grupo de donantes de

sangre sanos (Simons y cols., 1995b).

En algunas de las muestras que habian resultado positivas
frente a ambos virus, observaron que eran positivas para anticuerpos
de tipo 1gG e IgM. En los sueros que resultaron positivos para IgM,
trataron de detectar mediante RT-PCR la presencia del virus. Sin
embargo, no pudieron identificar ARN virico en ninguna de las
muestras estudiadas. Esto podia ser debido a un bajo titulo virico, a
que el agente ya hubiese sido aclarado del suero o a que los
cebadores utilizados no fueran los adecuados. Otra posibilidad era que
estos resultados seroldgicos se debieran a una inmunidad cruzada con
proteinas codificadas por otro tipo de virus. Para comprobar esta
posibilidad, Simons y cols. (1995b) disefiaron una RT-PCR utilizando

oligonucledtidos degenerados que amplificaban un fragmento del gen
putativo de la helicasa (NS3) del GBV-A, del GBV-B o del VHC

genotipo 1.

En una de las muestras IgM positiva del grupo de Africa
Occidental sometida a RT-PCR con los iniciadores degenerados para
la region helicasa, se consiguié amplificar un producto con el tamano
esperado. El analisis de la secuencia de este producto mostro una
homologia limitada, tanto en lo referente a los nucleétidos (59%, 53,7%
y 47,9%) como a los aminoacidos (64%, 2% y 50,4%) con los virus
GBV-A, VHC-1 y GBV-B respectivamente. De los 42 aminoacidos
presentes en esta region, 39 también lo estaban en el producto

amplificado de la muestra de Africa Occidental. Entre estos 39
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aminoacidos, algunos se localizan ademas en todo el supergrupo Il de
ARN helicasas (Koonin y Dolja, 1993).

Estos datos sugerian que el producto obtenido procedia de una
regién similar a la helicasa, pero de un virus parecido al GB y VHC. El
analisis filogenético de estas secuencias, junto con secuencias de otros
miembros de los flavivirus, revelé que derivaban de un virus que estaba
mas estrechamente relacionado con el GBV-A que con el GBV-B o que
con los diferentes genotipos del VHC. Este nuevo virus fue inicialmente

denominado GBV-C por su similitud con el GBV-A (Simons y cols.,

1995b).

El GBV-C era un virus tipo ARN, ya que para detectar su
genoma mediante PCR se requeria un paso previo de RT, que estaba
relacionado con el grupo de los flavivirus. No se detectaron secuencias
de GBV-C por PCR en ADN humano, Rhesus, S. cerevisiae ni E. coll,
por lo que se presumia su origen exégeno. Todo esto confirmaba que

el GBV-C derivaba de un virus tipo ARN (Simons y cols., 1995b).

Con los mismos métodos que se habian usado para analizar las
secuencias del GBV-A y GBV-B se obtuvo el GBV-C (Leary y cols.,
1996a). El analisis de las secuencias mostraba que el GBV-C poseia
un genoma de unos 9.126 nucledtidos. Al igual que los otros GBYV, el
GBV-C tiene una Unica ORF que codifica para una poliproteina putativa
de unos 3.000 aminoacidos. Comparando la secuencia de aminoacidos
comprobaron que el GBV-C presentaba una mayor homologia con el

GBV-A (48%), que con el GBV-B y VHC-1 (aproximadamente 28%).
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1.1.3. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS GBV

La organizacion genomica de los GBV es similar a la de otros
miembros de la familia Flaviviridae, con genes estructurales y no
estructurales cuya posicion también es similar a la de los otros

miembros de la familia. Codifican poliproteinas en las que las proteinas
estructurales se localizan en el extremo amino terminal, mientras que
las no estructurales lo hacen hacia el extremo carboxilo terminal. El
analisis de la secuencia de aminoacidos demuestra que los GBV
codifican para ARN helicasas y ARN polimerasas tipo |l. También hay
secuencias relacionadas con una funcion proteasa y sitios de corte

para la proteasa (Muerhoff y cols., 1995; Leary y cols., 1996a).

Muerhoff y cols. (1995) comprobaron que el GBV-B estaba mas
relacionado con el VHC que el resto de GBV. Observaron que
presentaba una proteina del core de caracter basico, sus poliproteinas
tenian un alto numero de aminoacidos potencialmente glicosilables vy
que su region 5 no codificante (5’NC) presentaba secuencias
conservadas, también presentes en las regiones 5’NC del VHC y de los

pestivirus.

El GBV-A y el GBV-C no se parecian estructuralmente al VHC.
En las regiones 5’NC de ambos virus existian secuencias conservadas,
pero no en relacion con el VHC y pestivirus. No era posible discernir
con claridad si presentaban proteinas core de tipo basico, y sus
poliproteinas tenian un numero relativamente bajo de aminoacidos
facilmente glicosilables (Muerhoff y cols., 1995; Leary y cols., 1996a).

Todo ello, junto con el analisis de secuencias, indicaba que el GBV-Ay
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GBV-C eran diferentes estructuralmente al GBV-B y VHC.

Los arboles filogenéticos generados mediante alineacion de las

secuencias de la ARN helicasa y de la ARN polimerasa permiten poner
de manifiesto las relativas distancias evolutivas entre los GBV vy los

otros miembros de la familia Flaviviridae.

Los genotipos del VHC estan localizados en una rama principal
(género hepacivirus), al igual que los flavivirus y pestivirus. Los GBV se
sitian en una o dos ramas principales. El GBV-A y el GBV-C presentan
un ancestro comun distinto al del GBV-B. El estudio filogenético
muestra que hay un significativo grado de divergencia de los GBV a
partir del ancestro, que es comun para el linaje VHC vy el linaje GB. La
divergencia existente entre el GBV-A y GBV-B con los otros flavivirus,
incluyendo al grupo del VHC, demuestra que los GBV no pueden ser
considerados como genotipos del VHC. Aun esta por determinar si el
GBV-A y el GBV-C pueden ser considerados como distintos genotipos
de un mismo virus. Estos analisis sugieren que los GBV deben
clasificarse como un género aparte dentro de la familia Flaviviridae o
como un subgénero dentro del género hepacivirus (que incluye al VHC)
(Simons y Mushahwar, 1996).

Se han identificado plasmas y sueros positivos para el GBV-C
pertenecientes a individuos de todo el mundo. Para ello se han
empleado técnicas de PCR con cebadores de las regiones NS3 y 5'NC.
Muerhoff y cols. (1996) secuenciaron diferentes productos amplificados
de la region 5NC del GBV-C para posteriormente alinear sus

secuencias y construir el arbol filogenético. De este analisis podia



18 Estudio de la replicacion del VHG y del VHC...

deducirse que existian al menos 5 genotipos del GBV-C. Los grupos 1a
y 1b estan constituidos por los clones aislados exclusivamente de
individuos de Africa Occidental e incluyen al clon original del GBV-C.
Los clones del grupo 3 se han aislado exclusivamente de individuos de
Japon. Los genotipos 2a y 2b se encuentran en individuos del Norte de
Africa, Europa y Lejano Oriente, pero no presentan una clara
distribucion geografica. Los clones del grupo 2 estan mas relacionados

entre si que los clones de los grupos 1 y 3.

1.1.4. PREVALENCIA EN HUMANOS DE
ANTICUERPOS ANTI-GB Y DE ARN-GBV-C

Los ensayos realizados hasta el momento utilizando proteinas
recombinantes estructurales y no estructurales expresadas en E. coll,

no han sido capaces de detectar anticuerpos en la mayoria de sueros
ARN-GBV-C positivos. Asi, los ELISAs con proteinas recombinantes
del GBV-A, B y C fracasaron en mas del 25% de las muestras con
viremia del GBV-C. Ademas, y de la misma forma que ocurre con otros

virus de la familia Flaviviridae, parece que existe reactividad cruzada

entre los virus GBV-A, B y C (Simons y cols., 1996).

Por este motivo, hasta que no se desarrollen pruebas
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