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Respuesta de anticuerpos IgM
contra epitopos inmunogénicos Articulo Original
del virus de la hepatitis A.
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RESUMEN. el Microelisa Hepanostika HAV IgM (Organon
Introduccion. La hepatitis A es una enfermedadeknika).

caracterizada por la inflamacién aguda del higad®esultados Se sintetizaron 2 péptidos de la region
como consecuencia de la infeccién por el virus deVd@1(b4 y b6) y un péptido de la region VP3 (b9), y
hepatitis A (VHA). Debido a las dificultades para l&n todos los cromatogramas se obtuvo una sefal
obtencion del antigeno natural del VHA empleandwrincipal. Para el péptido b4 el 81.82% de las
el cultivo de tejido, se ha utilizado la tecnologia dauestras positivas tuvieron una relacion de unidades
sintesis de péptidos para la simulacion de lde fluorescencia/nivel de corte entre 2y 5y el 18.18%
principales sitios antigénicos del virus. El objetivo deor encima de 10; para b6 y b9 fue entre 1y 5. Las
este trabajo fue determinar la respuesta de anticuengactividades encontradas fueron baja, moderada y
IgM contra 3 epitopos inmunogénicos de las regionaia. El péptido mas reconocido fue el b4 de la region
estructurales VP1y VP3 del VHA. VP1.

Materiales y Métodos.Los péptidos se sintetizaronConclusiones. Estos resultados demuestran que los
en fase sdlida, segun el método de Merrifield. Lensayos empleando péptidos sintéticos pueden ser una
pureza se determind en el sistetigh Performance buena herramienta en el desarrollo de técnicas tipo
Liquid Chomatographynediante cromatografia deELISA para la deteccion de infeccion por el VHA.
fase reversa; 38 muestras de suero de pacier{(fRev Biomed 2004; 15:11-16)

infectados con el VHA y 90 muestras negativas de

donantes de sangre fueron evaluadas en un ens@gtabras clave Virus de la hepatitis A, péptidos
UMELISA. Como ensayo confirmatorio se empleg&intéticos, anticuerpos IgM, UMELISA.
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SUMMARY. enfermedades transmisibles. Es cominmente
Response of IgM antibodies against hepatitis A transmitida a través de alimentos y agua contaminados,
virus immunogenic epitopes. con un corto periodo de incubacion, entre 3 'y 6

Introduction. Hepatitis A is a disease characterizegemanas. La infeccion asintomética es comun en nifios
by acute inflammation of the liver, as a consequengae viven en condiciones higiénico sanitarias pobres
of infection by hepatitis A virus (HAV). Due to theen Asia, Africa’y Sur América (2).
difficulties in obtaining the natural antigen of the HAV El agente causal de esta enfermedad es el virus
using cell culture, peptide synthesis technology hds la hepatitis A (VHA), el que pertenece al género
been used for the simulation of the main antigenic sitdgpatovirusdentro de la famili®icornaviridag(3).
of the virus. The objective of this work was to determiriés un virus no envuelto con una cadena de &cido
the IgM antibody response against three immunogenigonucleico (ARN) simple con sentido positivo, cuyo
epitopes from the structural regions VP1 and VP3 génoma presenta un largo de aproximadamente 7480
HAV. nucledtidos. La envoltura estd compuesta por las
Materials and Methods. The peptides were proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y
synthesized in solid phase, following Merrifield"probablemente VP4 (4). La VP1 (30-33 kDa) es
method. The purity was determined with tigh codificada por la region gendmica 1D, la VP2 (24-
Performance Liquid Chromatograplsystem by 25 kDa) por la region 1B, mientras que la VP3 (21-
means of reverse chromatography. 38 serum samg@&skDa) se codifica a partir de 1C (5).
of HAV positive patients and 90 negative samples of  La definicion exacta de la organizacién
blood donors were evaluated in an UMELISA assagntigénica del VHA no esta bien reconocida, ya que
The MicroElisa HAV IgM (Organon Teknika) wasel sitio antigénico de neutralizacion depende de la
used as a confirmatory assay. conformacién y envuelve residuos de las proteinas
Results Two peptides of the VP1 region were/P1y VP3 (6,7).
synthesized (b4 and b6) and one peptide of the VP3 Para evaluar la respuesta de anticuerpos de
region (b9), and a main signal was obtained in all tiease IgM contra péptidos sintéticos correspondientes
chromatograms. For peptide b4, 81.82% of samplaslas glicoproteinas VP1 y VP3 del VHA se
had a fluorescence/cutoff relation between 2 anddintetizaron 3 péptidos; b4 y b6 de VP1y b9 de VP3.
18.18% over 10; for b6 and b9 ratios were between
1 and 5. Reactivity figures were low, moderate, addATERIAL Y METODOS.
high. The most recognizable peptide was b4 froBintesis quimica de los péptidos:
region VP1. Los péptidos se sintetizaron en fase sélida, por
Conclusions.These results show that assays usireymétodo descrito por Merrifield en 1963, siguiendo
syntetic peptides can be an apropiate tool in tleestrategia Boc en bolsas de polipropileno (Biotech.
development of ELISA-type techniques for thénstruments, EUA) (8). Las reacciones de
detection of infection by HVA. acoplamiento se realizaron por activacion del grupo
(Rev Biomed 2004; 15:11-16) carboxilo de cada aminoacido con cantidades
equivalentes de DIPCDI 0,2 mol/L en diclorometano
Key words: Hepatitis A virus, synthetic peptides, IgM(DCM). La eficiencia del acoplamiento de los

antibodies, UMELISA. aminodcidos protegidos se verificd con ayuda del
ensayo de ninhidrina. La eliminacion de la proteccién
INTRODUCCION. temporal (Boc-), incluyendo la del Niterminal, se

El 80% de las hepatitis clasificadas en Culraalizé por un tratamiento con acido trifluoracético al
corresponde a la hepatitis A (1), la que adem&s,,5 % en DCM (9). El procedimiento empleado para
constituye la quinta causa de morbilidad pda desproteccion final fue el conocido como el “Low-
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High”, con acido fluorhidrico (Fluka, Suiza).de NgHPO, 2H,0; 0.2 g de KHPQ,; 0.2 g de
Posteriormente las bolsas se lavaron con éter dietilidaN,; 0.5 mL de Tween-20; en 1 000 mL de agua
y se secaron al vacio. Al producto final crudo se testilada, pH 7.3) y posteriormente se bloqued con
realizé la extraccion del péptido con acido acéticoaha disolucion de preservo (sacarosa al 5 % y BSA
30 % en HO destilada. El extracto final se diluyo coral 1 % en PBS-Tween), durante 18 horas a
aguayy se liofilizo, en un equipo Edwards de tecnolog&mperatura ambiente (20-25 °C). La disolucién de
inglesa. A cada uno de los péptidos se le afiadio eprservo se aspird y la fase solida se dejé secar a
extremo carboxilo terminal dos lisinas, para facilitar @7°C durante 2 horas. Las placas recubiertas se
union a la placa de ultramicroELISA. conservaron a 4°C, con una cubierta protectora, hasta
el momento de su uso.

Purificacion de los péptidos sintéticos:

La determinacion de la pureza de los péptidgysay0 UMELISA:

sintéticos se realizo en el sistema HPLGGh disolut%snr:lrl:wisr:irgja?jsxaaéﬁrms 3: ::lggr?é?ona}?g 121
Performance Liquid Chomatographyediante : ) 0
g graphy) Tris-HCI (15 mmol/L de Tris; pH 7.8 y 0.05 %

cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) ([ED) 20 incub 1h 37°C en las bl
una columna Biotech RP18 (Pharmacia) se aplicar een- _),y s€ Incubaron 1 horaa enlas placas
reaccion. Después de lavar tres veces con la

200 pL de las muestras (0,2 mg de péptido). L . : . o
disolucién A fue TFA 0,1 %, acetonitrilo 2 % erOA |sunC|on am_ortlguadora Tris-HCI, se adicion6 un
y la disolucién B TFA 0,05 % en acetonitrilo. E'conjugado anti-lgM humana en camero, marcado con

gradiente fue entre 0— 60 % B (33 min); la velocida{quat"’ls.a aIcaIir_la (Bb('j,er rri]nger I\S/)I;l? cr:] heim GmbH,
de flujo de 0,5 mL/min; la velocidad del papel de ﬁ‘ emania), y se incub6 1 hora a ’

mm/min; la sensibilidad de 0,1y la temperatura qe
220C. avad

En las mismas condiciones se realiz6 un nuevo
o0 y se afiadio el sustrato fluorigénico 4-
metilumbeliferilfosfato (Koch Light Ltd. Haverhill,
Suffolk, England), que se incubd durante 30 minutos

Para evaluar la respuesta de anticuerpos %Eemperatura ambiente.
clase IgM contra los péptidos sintetizados se evaluaron . _En todos Ios_ensayos se evaluaron los controles
38 muestras de suero de pacientes infectados coﬂoeﬁ'.t'vos y negatlv_os del ensayo. Las muestras se
VHA, obtenidas de los Centros de Higiene 9nallzaron por duplicado.
Epidemiologia de Ciudad de la Habanay Pinar del , .
Rio, Cuba. Estas muestras fueron probad grametros de calidad del ensayo.
previamente por el MicroELISA Hepanostika HA\/N'VeI de gorte: o .
IgM, de la firma Organon Teknika. Para establecer el Elnivel de cqrte se determino como Ia_medla
nivel de corte se evaluaron 90 muestras negativas ela. flqorescengla de las muestras negathis +
donantes de sangre del Banco de Sangre Provin&%?v'ac'ones estandares.
de Ciudad de la Habana, Cuba.

Muestras:

Clasificacion de las muestras.
Muestras positivas:
Las muestras consideradas como positivas
fueron aquellas donde la relacion unidades de
gorescencia (UF)/ Nivel de corte (Nc) fué.

Recubrimiento de la fase sdlida:

Las placas ultramicroELISA (Greiner
Labortechnik, Alemania) fueron recubiertas con
pL/pocillo durante 4 horas a 45°C con cada uno
los péptidos a 4 pg/mL en una disolucion regulador . .
carbonato-bicarbonato, 0,05 mol/L; pH 9.6. La fag\juestras de alta, moderada y ba_Ja_ reactividad:
solida se lavé con PBS-Tween (8 g de NaCl: 1.215 g Las muestras de alta reactividad son las que
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Cuadro 1
Secuencia de aminoacidos de los péptidos del VHA sintetizados.

PEPTIDO REGION POSICION PESO MOLECULAR
B4 VP1 10-35 2815.62
B6 VP1 170-196 3217.06
B9 VP3 34-58 3241.16

tienen fluorescencia por encima de 30 UF; las d@sjuipos:
moderada entre 15y 30 UF y las de baja reactividad Para la lectura de la fluorescencia emitida se

por debajo de 15 UF. utilizé el lector PR-521 de la Tecnologia SUMA,
acoplado a una computadora y para el lavado de las
Andlisis estadistico: placas se empleo el Lavador MAS 301-M, ambos

A la poblacién de muestras de donantes &sluipos del Centro de Inmunoensayo, Ciudad de la
sangre y las muestras positivas se les realizoHgbana, Cuba.
distribucion de frecuencias. Para realizarla se
calcularon las frecuencias absoluta, absolu%ESULTADOS,- . o
acumulada y relativa acumulada utilizando la prueba ~ €on €l método de Merrifield se sintetizaron tres

estadistica Frecuencia del programa Microsoft Exd¥Ptidos correspondientes a zonas antigénicas de la
2000. envoltura VP1 (b4, 10-35; b6 170-196) y VP3 (b9,

34-58) (11,12)cuadro 1). Los tres péptidos
sintetizados fueron purificados a traves del sistema RP-
HPLC obteniéndose en todos los cromatogramas una
sefial principal.

En la figura 1 se muestran los resultados de las
muestras negativas para cada uno de los péptidos, las

Frecuencia
= N w
o o o o

5 o2 o4 o5  os 1 1» que siguen una distribucién normal.
[Relacion (UF/Nivel de Corte) | La respuesta de anticuerpos IgM para cada
uno de los péptidos por separado fue determinada

por el UMELISA, analizando 38 muestras positivas.

/\w Para el péptido b4 (VP1), 33 muestras fueron

Frecuencia
= N w
o o o o
L

T T 20
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 18
‘Relaci(’)n UF/Nivel de Corte) ‘ 16
14 /\
8 10{ | \
25 £ s /’
g |20 6 f'/
g |15 o
3 |10 L
L5
“lom ‘ ‘ ‘ : L 0
0 5 10 15 20 25
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Relacion (UF/Nivel de Corte) | Relacion (UFINivel de Corte)
[~ Db4-VPL —+—b6-VP1 — b9-Vp3 ]
Figura 1.- Distribucién de las muestras negativas para cada uiidgura 2.- Distribucién de las muestras positivas para uno de los
de los péptidos. péptidos.
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Cuadro 2
Reactividad de las muestras de pacientes infectados por el VHA para cada uno de los péptidos.

Péptido b4 Péptido b6 Péptido b9
(VP1) (VP1) (VP3)

Total de muestras 38 38 38

Positivas en UMELISA 33 29 30

Alta Reactividad (*) 24 12 19

Moderada Reactividad (1) 9 16 11

Baja Reactividad (1) 0 1 0

* Sefial de fluorescencia de 30 UF T Senal de fluorescencia entre 15y 30 UF

FSenal de fluorescencia menor de 15 UF

positivas, de ellas el 81.82 % tuvieron una relacidademas, han demostrado que al igual que la VP1, la
UF/Nc entre 2y 5y el 18.18 % por encima de 10/P3, también se encuentra involucrada en el
Para los péptidos b6 y b9, aunque con ureconocimiento (16,17). Esto explica el reconocimiento
reconocimiento algo similar en cuanto a cantidad di#e estos péptidos por los anticuerpos IgM con los
muestras positivas, las relaciones de las muestmseros de pacientes infectados con el VHA frente a
estuvieron entre 1y 5 (figura 2). los péptidos sintéticos (b4,b6,b9) de las regiones VP1
En elcuadro 2 se muestra la reactividad de log VP3 del virus.

sueros positivos para cada uno de los péptidos  Los anticuerpos de clase IgM contra el VHA
sintetizados. Las reactividades encontradas fueraparecen precozmente en la enfermedad, y coinciden

baja, moderadayy alta. con el inicio de los sintomas, sus titulos son altos
durante dos o tres meses y, en casos poco frecuentes
DISCUSION. se pueden detectar hasta seis meses después de

Los sitios antigénicos del VHA estan bierocurrida la infeccion (18,19).
conservados entre aislamientos humanos del virus y
los anticuerpos neutralizantes estrechamente
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