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La rubécla es un virus envuelio
RENA de sentido positivo pertene-
ciente a la familia Togaviridae v es
¢l agente causal de una enfermedad
exantematosa. El virus de la rubéola
contienc tres glicoproteinas estruc-
turales: E1 ¥ E2 embebidas en la
membrana lipidica y una de la
nucleocapside Cque protege el RNA
viral.** Tanto la antigenicidad como
la inmunogenicidad de estas protei-
nas han sido estudiadas empleando
péptidos sintéticos obtenidos a par-
tirde las predicciones de las secuen-
cias.

En este trabajo se realiz6 la eva-
luacion de la inmunogenicidad y an-
tigenicidad de tres péptidos sintéti-
cos: E16 {aa 1-29} de la proteina C,
El17 {(aa 211-237) de la proteina Bl y
el Ei8{aa 10-36) de la proteina E2 del
virus de la rubéola.

La sintesis gquimica en fase séli-
da se realiz6 segin el procedimien-
todescrito por Merrifield en 1863, si-
guiendo la estrategia Boc en boisas
de polipropileno (Bictech Instru-
ments, USA)?

La pureza de los péptidos fue
analizada empleando un equipo de
cromatogralia liquida de alta reso-
lucién mediante cromatografia en
fase reversa.

Para la preparacitn del inmund-
geno se realizé la conjugacidn de log
péptidos 2 BSA por el método del
glutaraidehido en un paso.

Se emplearon ratones BALB/c de
seis a ocho semanas (hembras} en un
esquemna de inmunizacidn con 50 pg/
mL de los péptidos conjugados a
BSA los dias 0, 21, ¥ 42 de! estudio.

En la primera inmunizacién, se em-
pleé coadyuvante completo de
Freund y en el resto de las reinmu-
nizaciones, el incompieto.

FEn la determinacién de la inmu-
nogenicidad y antigenicidad, se em-
pied un ensayo de ultramicroELISA
en el que las placas fueron recubier-
tas a razdn de 1 mg/mL de cada
péptido. Alternativamente, se utili-
zaron placas recubierias con antige-
no natural a dos unidades hemaglu-
tinantes por mililitro.

Los tres péptidos ernpleados en
la inmunizacién promoviercon la pro-
duccion de anticuerpos (Fig. 1).

Muchos han sido los estudios
realizados empleando péptidos sin-
téticos representativos de las protei-
nas E1, E2 y Cdel virus de la rubéola.

En este trabajo, se pudo consta-
tar la inmunogenicidad de estos pép-
itdos, lo cual ha sido reportado por
diferentes autores.

Wolinsky v colaboradores en 1991,
realizaron un estudio empleando
una bateria de anticuerpos monoclo-
nales para definir los epitopos linea-
les de las proteinag de la envoltura
{F1, E2} y de la capside (C}, en el cual
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lograron definir las secuencias si-
guientes:

El{a.n 202-283}

E2(a.a1-115}

C{a.a §-20}1

La utilidad del emnpleo de protei-
nas recombinantes y péptidos sinté-
ticos dio la posibilidad de deducir y
aclarar la organizacion molecular de
varios sitios antigénicos de las pro-
teinas del virus de la rubéola.®

La respuesta obtenida por los
ratones de la linea BALB/c inmu-
nizados con péptidos representa-
tivos de las proteinas estructura-
les ha sido bien esiudiada.
Robenson ¥ colaboradores en 1995,
demostraron la capacidad de los
anticuerpos generados contira pép-
tidos, de reconocer las proteinas
estructurales (naturales) de esta
entidad infececiosa.®

Los resultados de este trabajo,
sirven de soporte en la generacion
de nuevos anticuerpos mongcclona-
ies para su empleo en el desarrollo
de ensayos tipo UMELISA con el
principo de captura para ia detec-
cidn de anticuerpos IgM especificos
al virus de la rubécla.
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Fig. 1. Media de la respugsta de anticuerpos de los sueros de los ratones inmunizados
con los tres péptidos sintéticos (E16, E17, E18}
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POLICOSANOL: MODO DE ACOON HIPOCOLESTEROLEMIZANTE Y EFECTOS SOBRE LA PEROXIDACION LiPIDICA

tempo de latencia (T, ) y la disminucién de la velocidad de progresion (V) en la dinética de formacién de dienos conjugados
provocada por la presencia de iones cupricos {Cu?) v por i3 disminucidn Jefcontenido de MDA en la fraccion iipoproteica tanto
antes como después de la oxidacién con Cu®~. Por otra parle, la proteccidn sobre la parte proteica estuve dada por un mayor
contenido de grupos aminos libres en las lipoproteinas de las ratas tratadas tanto antes como después de la oxidacién con Cu?~,

Conoaido este efecto antioxidante en ratas resultd de gran interés estudiario en humanos. Con tal objetivo se realizd primera-
mente un ensayo clinico en voluntarios sanos tratados con policosanol durante ocho semanas con fas dosis posolédgicas habituales
(5y 10 mg/d). Una vez comprobada la eficacia hipocolesterolemizante del producto se procedié al estudio de ia peroxidacion fipidica
de las LDL aisladas. Los resultados mostraron una reduccidon dosis-dependiente de la susceptibilidad de las LDL a fa peroxidacion
lipidica mediada por Cu™*, Jo cual estuvo dado por un incrementa significativo del T, y una disminucién significativa de la Vo
También aqui se estudié la peroxidacion de las LDL mediada por macrofagos v se observd una disminucidn significativa de ia
concentracidn de MDA al finalizar la exposicion de la lipoproteina a los macréfagos cultivados. Estos resultados permitieron concluir
que el policosanol pratege a las LOL hurnanas de la peroxidacién.

Para conocer si ef efecto antioxidante sobre las LDL se observa en los pacientes hacia los cuales va dirigido el consumo de
policosanol como agente hipocolesterolemizante y conociendn que fas LDL de estos pacientes son mas susceptibles a la peroxidacién
lipidica; se setecciond un grupo de pacientes con hipercolesterolemia familiar tipe It y con dos o mas factores concomitantes de
resgo aterosclerético que fueron distribuidos de manera aleatoria y a doble ciegas en dos grupos (10 pacientes/grupo) y recibieron
tabletas idénticas de placebo o policosano! en su dosis de partida (S mg/d) durante doce semanas. Al finalizar el fratamiento, se
comprobd la eficacia hipacolesterolemizante del producto y se estudié ia cinética de formacion de dienos conjugados en las LDI.
expuestas a la peroxidacion con Cu?*, la comparadidn de los resultados respecto a los niveles basales mostro un incremento signifi-
cativo del T, mientras que no mastrd diferencias significativas de la v . Par otra parte, la comparacién entre grupos no mostré
significacion estadistica, lo cual puede estar relacionado con el reducido tamaiio de la muestra y{o) con el hecho de que los pacientes
de elevado riesgo requieran dosis mayores para garantizar una efectiva inhibicion de fa peroxidacién lipidica. Teniendo en cuenta el
papel de la peroxidacion lipidica de fas LDL en fa patogenia de la aterosclerosis, los efectos protectores que ejerce el policosanal sobre
la oxidacién de las LDL pueden inhubir no s6lo el procese inicial de formacién de fa placa aterasdlerdtica, sino también, la progresion
de I35 lesiones vasculares y la aparicion de complicaciones tromboembdlicas propias de estados més complicados de esta enfermedad,

La tesis consta de nueve capitulos. £l primero, presenta la introduccidn en fa que se incluye la hipétesis de trabaje vy sus abjetivos.
£l segundo, corresponde a la revision bibliografica y en efla se expone una panoramica general y actualizada sobre la biosintesis de
colesterol y su regulacién, el transporte de colesterol en las fpoproteinas plasmaticas ¥ su endocitosis a través de receptores, la
funcién y regulacion de los receptores de la LDL, e perfil lipidico como factor de fiesgo coronario, las drogas hipocolesterolemizan-
tes, [os efectos plelotrépicos de las drogas hipolipemiantes, el papel de fa peroxidacidn lipidica en la patogénesis de la aterosclerosis
y los efectos hipocolesterolemizantes del policosanol. Ef tercero, se refiere a los materiales empleados, las técnicas desarrolladas y el
diseno de las experiencias realizadas. E! cuarto, presenta fos resultados, los cuales son discutidos en el quinto capitulo, Para ilustrar
tos resultados se intercalan en ellos 28 figuras y 17 tablas. Las conclusiones y las recomendaciones se recogen de manera indepen-
diente en los capitulos seis y siele respectivamente, En el octavo capituio, se presentan en orden alfabético las citas bibliograficas
{292} citadas en el texto y en el noveno se informan las refencias correspondientes a cinco publicaciones en revistas internacionales
de mediano y alto impacto de los resultados presentados en la tesis.

Este trabajo de tesis es parle de una linea priorizada de investigacion en Cuba, puesio gue los eventos cardiovasculares se
encuentran entre fas principales causas de muerte en este pais. La novedad cientifica estd determinada fundamentalmente por los
resultados a los cuales arriba e trabajo. De esta forma, tras el estudio en modelos in vivo.e in vitro y los estudios clinicos se profundiza
en el mecanismo de accion a través del cual el policosanol ejerce sus acciones antiaterosclerdticas. El aporle practico y social esta
dado porque el conocimiento del mecanismo de accién de un medicamento es importante para la obfencién y aprobacién de su
Registro Sanitario. Este hecho reviste particutar importancia, ya que el policosanol es un nueve agente con efectos hipocolesterole-
mizantes y antiateroscleréticos y el conocimiento de os mecanismos que subyacen en estos efeclos farmacologicos contribuye a
aumentar la informacion y credibilidad de los resultados obtenidos en los estudios clinicos, es til en ta indicacion del uso simultaneo
con otros medicamentos similares y contribuye a optimizar la promadcion del producto en el mercado nacional e internacional. Estos
factores han incidido positivamente en la obtencidn del Registro Sanitario del pelicosanol en Cuba ¥ en numercsos palses y en el
volumen de ventas alcanzado.

Los resultados expuestos en la tests han sido presentados también en la modalidad de cartel en cinco foras internacionales.






