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Para la obtención del lñquido
ascñtico hiperinmune (LAH) anti
HAV, se emplearon ratones BALB/c
inmunizados con 100 »g/mL del an-
tñgeno natural .

Para la determinación de la in-
munogenicidad y antigenicidad, se
empleó un ensayo ultramicroELISA
en el que las placas fueron recubier-
tas a razón de 2 p.g/mL de cada
pÑptido. Alternativamente, se uti-
lizó un ensayo de inhibición, en el
que los antisueros anti HAV fue-
ron pre-incubados con el antñgeno
de HAV

La evaluación de los ratones in-
munizados con el antñgeno natural
se llevó a cabo empleando los nueve
pÑptidos sintetizados (Tabla 1) .

Tabla 1. Resultados de la evaluación de los ratones inmunizados con el antñge-
no natural (AgN) para cada pÑptido sintetizado .
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El virus de la hepatitis Apresen-
ta como écido nucleico una cadena
de ARN simple con sentido positivo,
cuyo genoma posee una longitud de
aproximadamente 7 480 nucleótidos .
Ademés, es hepatotrópico y esté cla-
sificado dentro del gÑnero Hepato-
virus en la familia Picornaviridae .

La cépside del virus esta com-
puesta por proteñnas estructurales
VP1, VP2, VP3 y posiblemente una
VP4,''2 Las dificultades encontradas
para la obtención del antñgeno natu-
ral empleando el cultivo de tejido,
han propiciado el desarrollo y em-
pleo de pÑptidos sintÑticos para si-
mular la estructura de los sitios
antñgÑnicos .

En el presente trabajo, se sinteti-
zó un grupo de pÑptidos correspon-
dientes a las glicoproteñnas de la
cépside VP1 (bl, 100-127 ; b3, 69-84 ;
b4, 10-35 ; b6, 170-196), VP2 (b7, 53-
77) y VP3 (b9, 34-58 ; e8, 137-150 ; e9,
110-121; elO, 62-75), ademés, se eva-
luó la antigenicidad de todos estos
pÑptidos sintÑticos, asñ como la in-
munogenicidad del pÑptido sintÑti-
co de la VP1(b4 ; 10-35) en la lñnea de
ratones BALB/c .

Los pÑptidos estudiados fueron
sintetizados según el procedimien-
to descrito por Merrifield en 1963 . La
pureza de los pÑptidos se analizó con
la ayuda de un equipo de cromato-
grafña lñquida de alta resolución me-
diante cromatografña en fase rever-
sa?
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La evaluación del tñtulo de los
ratones durante y despuÑs de con-
cluido el esquema de inmunización,
osciló entre 1 :16 000 y 1 :64 000 para
los ratones inmunizados con el antñ-
geno natural con un tñtulo despuÑs
de la inhibición de 1 :16 000. En el
caso de los ratones inmunizados con
pÑptido, el tñtulo osciló entre 1 :8 000
hasta 1 :40 000 y despuÑs de la inhi-
bición de 1:8 000 (Fig. 1) .

La particular complejidad de los
sitios antigÑnicos de las proteñnas de
la cépside ha sido bien estudiada, de-
bido a que diferentes dominios de es-
tas proteñnas no inducen anticuer-
pos neutralizantes . 4

Los resultados coinciden con los
hallazgos de otros investigadores ; en

PÑptidos Tñtulo Inhibición con el AgN

bl(VP1) 64 000 16 000

b3(VPl) 32 000 8 000

b4(VP1) 64 000 16 000

b6(VP1) 64 000 32 000

b7(VP2) 16 000 800

b9 (VP3) 32 000 8 000

e8 (VP3) 64 000 16 000

e9 (VP3) 128 000 32 000

elO(VP3) 64 000 16 000
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Pig. 1. Comparación de los tñtulos de los sueros de los ratones inmunizados con el
antñgeno natural y el pÑptido sintÑtico VP1 (b4) . Resultados de la prueba de inhibi-
ción con el antñgeno natural.

los que el pÑptido sintÑtico corres- cos VP3 aa 110-121 y 31-47 que re-
pondiente a la secuencia b4, con se- conocen la proteñna nativa . La se-
cuencia aminoacñdica 10 a 35 de la cuencia del pÑptido e10 (aa 62-75) de
VP1, presentó una elevada respues- laVP3, fue estudiada por KusovYu-
ta de anticuerpos antipÑptido . Dife- Yu y colaboradores en 1991 . Asimis-
rentes investigadores han estableci- mo, evaluaron los antisueros gene-
do el papel primordial que presenta rados contra aquel y reconocieron
la proteñna de la cépside VP1 en la por Western Blot una proteñna de 27
antigenicidad, ademés, otros han de- kD que corresponde a la VP3 .6 Ob-
mostrado claramente que al igual servaron ademés, un pobre reco-
que la VP1, la VP3 tambiÑn se en- nocimiento del pÑptido de la VP2
cuentra involucrada en el reconoci- (b7, 53-77) .
miento por parte del sistema

	

Los presentes resultados sirven
inmunológico . 5

	

de soporte en la generación de nue-
Se ha encontrado reactividad de vos anticuerpos monoclonales para

anticuerpos contra pÑptidos sintÑti- su empleo en el desarrollo de ensa-
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yos de tipo UMELISA con el princi-
pio de captura para la detección de
anticuerpos IgM especñficos al virus
de la hepatitis A .

BIBLIOGRAFIA
1. Lemon S. and Robertson B . Current

perspective in the virology and molecu-
lar biology of hepatitis A virus . Virol-
ogy, 4, 285, 1993 .

2. Linemeyer D., Menke J. and Martin-
Gallardo A . Molecular clonig and
parcial sequencing of hepatitis A viral
cDNA. J. Virol., 54, 247, 1985 .

3. Merrifield R . Solid phase peptide
synthesis . Adv. Enzimol ., 32, 221,
1969 .

4. Van Regenmortel M . Synthetic pep-
tides versus natural antigens in immu-
noassays . Annales de Biologie Clini-
que, 51, 39, 1993 .

5.Haro I., Pinto R.M ., Gonzélez
Dankaart J .F, PÑrez J.A ., Reig F,
Bosch A. Anti-hepatitis A virus anti-
body response elicited in mice by
different forms of a synthetic VP1
peptide . Microbiol . Immunol ., 39,
485, 1995 .

6. Kusov Yu .Yu ., Kazachkov Yu.A .,
Dzagurov G., Nastashenko T, Kozhich
A., Gabrielyan A., Chikin L ., Ivanov V
and Balayan M. Syntetic peptide 63-
75 VP3 of hepatitis A virus induced vi-
rus -binding antidodies . Vopr. Virusol.,
36, 114, 1991 .




