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Especificidad de péptidos sintéticos del virus
de la hepatitis C con muestras positivas de sifilis
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RESIUIMEN. La hepatitis C, se ha copvertido en la forma més comin de
hepatitis post-transfusional y es la responsable de mds del 70 % de las en-
fermedades virales del higado. A pesar de los avances alcanzados en su diag-
nostico, el uso de profeinas recombinantes, péptidos sintéticos o ambos (en-
sayos de tercera generacidn), continda siendo la Unica opcién para el desa-
rrollo de sistemas de diagndéstico. Sin embargo, existen dates sobre reac-
ciones falsas positivas al virus de hepatitis C (VHC) en pacientes sifiliticos
y reacciones falsas positivas a sifilis en pacientes con infeceién de VHC. EL
objetive de este estudio fue comprobar si existian reacciones falsas positi-
vas de anti-VHC en pacientes con sifilis al utilizar péptidos sintéiicos para
ia deteccitn de este virus. Se estudiaron 40 muestras anti-VHC positivas y
negativas de los paneles de Boston Biomedica Inc. (PVHI103 y PVH204}, 38
muestras positivas a sifilis ¥ cuatro muestras negativas de recién nacidos.
La infeccidén por sifilis fue determinada por la prueba del Laboratorio de
Investigacién de Enfermedad Venérea. Anticuerpos a VHC fueron determi-
nados en el ensayo UMELISA HCV tercera generacion (TecnoSums Inter-
nacional, S.A., Cuba), para la deteccidn de anticuerpos de VHC. Todes los
ensayos s¢ realizaron en todas las muestras, No se observé ninguna reac-
cién falsa positiva anti-VHC, en los pacientes sifiliticos al utilizar péptidos
sintéticos. Solamente se obtuvo una muestra que fue positiva por varios
péptidos, pero esta muestra fue verdaderamente positiva por el UMELISA
HCV y por el ensayo confirmatorio Deciscan HCV. Estos resultados permi-
ten conciuir que estos péptidos sintéticos se pueden emplear para el diag-
nastico al VHC.

ABSTRACT. Hepatitis C has become the most common way of post-
transfusional hepatitis and it is the responsible for more than 70 % of hepa-
titis diseases. Despite the achievements while diagnosing this disease the
use of recombinant protein and/or synthetic peptides {(3rd generation assays)
are still the only possibility to develop diagnostic system. There are data
about false-positive reactions against hepatitis C virus (HICV} in syphilitic
patients and false-positive reactions against syphilis in patients with HCV
infection. The aim of this study was to verify the false-positivity of anti-
HCV in patients with syphilis when using synthetic peptides for the
detection of this disease. Forty samples with positive and negative anti-
IICV antibodies of Boston Biomedica Inc. panels, 38 samples of positive for
syphilis and four negative samples of necnates, were studied. Syphilis infection
was determined by the VDRL (Venereal Disease Research Laboratory} test. HCV
antibodies were determined by a third generation UMELISA HCV (TeecnoSuma
International S.A., Cuba)test for HCV antibodies. All assays were performed on
all sarmples. Not false-positive anti-HCV tests in syphilitic patients have been
observed. Only one sample was positive with severa] peptides, but this sample
was really positive by UMELISA HCV and confirmatory assay Deciscan HCV.
These results allow to conclude that synthetic peptides that were obtained can
be used for HCV diagnosis.

INTRODUCCION

Desde afios recientes, el virus de
ia hepatitis C {(VIIC) se ha converti-
do en la forma més comGn de Hepa-
titis post-transfusional, cuya trans-
misién se realiza fundamentalmen-
te por transfusiones sanguineas y
usc de drogas intravenosas.)? Aun-
que muchas veces no preduce sin-
tomas durante mucho tiempo, pue-
de llegar a causar cirrosis, cancer de
higado e incluso la muerte. AQin no
se cuenta con un {ratamiento efecti-
vo contra este virus?

Su diagnéstico fue posible en
198% con la descripeidn del virus
mediante técnicas de ingenieria
genética,! pero a pesar de los avan-
ces alcanzados en ese proceso, el uso
de proteinas recombinantes, pépti-
dos sintéticos ¢ ambos, contintia
siendo la opeién més viable para el
desarrollo de sisiemas de diagnésti-
co’

Se encontrs un reporte sobre re-
acciones falsas positivas al VHC en
pacientes sifiliticos y reacciones fal-
sas positivas a sifilis en pacientes
con infeccién de VHC.? Por esg, el ob-
jetivo del presente trabajo fue eva-
luar ia especificidad de diferentes
péptidos sintéticos de la regién es-
tructural ¥ no estructural del VHC,
frente a muestras de pacientes con
VDRL (Laboratorio de Investigacidon
de Enfermedad Venérea) positivos.

Los péptidos sintéticos se utili-
zan comeo reactivos importantes en
el ensayo diagnéstico UMELISA
HCV, el cual es desarrcllado y pro-
ducido en el Ceniro de Inmunoen-
sayo, Cuba. Este ensayo de tercera
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generacidn se comenzd a aplicar a
partir de octubre de 1988 y se utiliza
para la deteccidon de anticuerpos al
VHC en donantes de sangre y en
Eptdeminiogia.

MATERIALES Y METODOS
Sintesis quimica de los péptidos

Los péptidos se sintetizaron en
[ase sdlida, por el método descrito
por Merrifield en 1963, siguiendo la
estrategia Boc- en bolsas de poli-
propileno (Bictech. Instruments,
USA)’ Se utilizaron 100 mg de Ia resi-
na 4-metilbencilhidrilamina (MBHA)
(180 a 200 mallas, 1 a 1,2 mmol/g,
Bachem).® Log aminoacidos protegi-
dos con el grupo Boe- (Bachem, Sui-
za), se utilizaron a 0,2 mol/L . Todoes
los disolventes {diclorometano,
isopropanol, N, N -dimetilformarmi-
da) v los reactivog empleados {dcido
trifluoracético, N-etiidilsopropila-
mina, N,N'-diisopropilcarboediimida,
dimetilsulfuro, 1,2-etanoditicl, p-
cregol, anisol) fueron puros para sin-
tesis (Merck, Alemania) y se utiliza-
ron sin ningin tratamiento previo,

Las reacciones de acoplamiento
se realizaron por activacion del gru-
po carboxilo de cada aminodcido con
cantidades equivalentes de N,N'-
diiscpropilcarbodiimida 0.2 mol/L.en
diclorametano. La eficienciadel aco-
plamiento de los amincécidos pro-
tegidos se verificd con ayuda del en-
sayo de ninhidrina. La eliminecién
de la proteccidn temporal (Boce-), in-
cluyendo la del NH,-terminal, se
realizé porun tratamiento con dcido tri-
Muoracétice 37,5 % en diclorometano.®

El procedimiento empleado para
1a ruptura final fue el conocido como
el “Low-High". Para este fin, se uti-
11zé 4cido fluorhidrico purc para ané-
lisis (Fluka, Suiza) con las mezclas
correspondientes de agentes nu-
cleofilicos ** Posteriormente, las bol-
sas se lavaron con éter dietilico y se
secaron al vacio, Al producto final
crudo se le realizd la extraccién del
péptido con 4cide acético al 30 % en
H,0 destilada. El extracto final se
diluyé con agua y se liofilizd, en un
eguipo Edwards de tecnologia ingle-
sa de § kg de capacidad en el con-
densador. Se logré obtener una pas-
tilla homogénea.

Purificacion de los péptidos sintéticos

En la determinacién de la pure-
za de los péptidos sintétices se em-
pleé el sistema de Cromatografia Li-
guida de Alta Resolucion mediante
crormatografia de fase reversa.'® Se
aplicaron 200ul.delas muestras (3,2 mg
de péptido} en una Columna Bictech
RP18 {Pharmaciaj; ia disolucion A fue

TFA 0,1 %, acetonitrilo 2%en H Oy la
disolucidn B TFA 0,08 % en aceto-
nitrilo. Se empled un gradiente en-
ire 0 y 60 % B (33 ), una velocidad de
flujo de 0,5 mL/min; una velocidad del
papel de 2 mm/min; una sensibitidad
de 0,1 UA (unidades de absorbancia)
¥ una temperatura de 22 °C .

Caracterizacidon de los péptidos sin-
téticos

Los péptidos sintéticos también
se caracterizaron mediante la espec-
trometria de masas MALDITOE!
Para el bormbardeoc con 14ser, se em-
pledun equipo Bruker Protein TOFITM,
USA con un camnpo eléetrico de 3 ns, a
una longitud de onda de 337 num .

Etapas del recubrimiento de 1a fase
s6lida

Con cada uno de los péptidos por
separado se prepard una disolucidn
a 2 mgf/mL en caribonato-bicarbona-
to 0,85 mol/L; pH 9,8. Con elia, se
recubrid la fase solida empleada,
constituida por placas de poliestire-
no con capacidad para 10 pL (placas
UMELISA, Greiner labortechnik,
Alemania), Se recubrid la fase sdli-
da, con 15 ml/pocillo y se incubd du-
rante 4 h a 37 °C . La fase sdlida se
lavé con una disolucién amortigua-
dora de PBST (8 g de NaCl; 1,215 g
de Na,HPO,-2H,0, 0,2 g de KH PO,;
0.2 g de NaN,; 0,5 mL de Tween-20,
para 1 000 mL de agua destilada y
pHde 7,3 2 7,5) ¥ posteriormente, se
blogued con una disolucién de pre-
servo{sacarosa d %y BSAal 1 % en
PBS5-Tween), durante toda la noche
atemperatura ambiente (20 a 25 °C).
Se aspird la disolucidn de preservo
¥ la fase s6lida se dejd secar a 37°C
durante 2 h . Las placas recubiertas
se conservarcn a4 °C, en una cubier-
ta protectora, hasta el momento de
su empleo.

Ensayo UMELISA

Las muestras a evaluar se dilu-
yeron 1:20 en suero de carnero 5 %
en una disclucidn amortiguadora
Tris-HCl {15 mmol/L de Tris; pH 7,8
y 0,05 % Tween-20) v se incubaron
38 min a 37 °C en las placas de reac-
cidm. Después de lavar tres veces con
la disclucién amoriiguadera Tris-
HCI, con el objetivo de eliminar los
componentes no fijados, se adicioné
un conjugado anti-Igc humana en
carnero marcado con fosfatasa
alcalina {Béehringer Mannheim
GmbH, Alemania} y se incubd nue-
vamente durante 30 mina 37°C.

Se realizd un nuevo lavado en las
mismag condiciones, para eliminar
el conjugado en exceso. Se anadid

entonces el sustrato fluorigénico 4-
metilumbeliferiifosfato (Koch Light
Lid. Haverhill, Suffolk, England) y
se incub6 durante 30 min a tempe-
ratura ambiente.” La fluorescencia
emitida fue medida en un equipodela
serie SUMAS (PR-521, Centrode Inmu-
noensayo, Cuba) {excitacién a 365 nm
v emisidn a450 nm). En todos los ex-
perimentos, se incluyeron controles
positivos y negativos, Los ensayos se
realizaron por cuadriplicado y las
muestras se analizaron por duplica-
do.

Muestras

Se analizaron 49 muestiras perte-
necientes a los paneles PVHI103 (bajo
titulo) y PVH204 (mezclado) de
Boston Biomedica Inc., 38 muestras
positivas por VDRL y cuatro mues-
tras negativas de recién nacidos.

Comeo controles postiivos y nega-
tivos se emplearon los del ensayo
UMELISA HCV.

Indicadores de evaluacién clinica

Segin estudios previos, se deter-
mind comeo nivel de corte 0,3. Con €l
se evaluaron los paneles de Boston
Biomedica Inc. ¥y se calculd la rela-
cién de corte como:

R= (FW!._Xb)___O:S
(F menor "Xb)
donde:
R relacitn de corte. .
F_ fluorescencia de la muestra.
X, media del blanco.
Fmen?' fluprescencia menor del posi-
tivo.

Se consideraron positivas todas

las muestras donde:

£ fuera mayor que 1.
(a4
donde:
Nc¢ nivel de corte.

La zona gris se calculd como el
grupo de valores cuya relacién se
enicontraba entre 5 y 85 % de resul-
tados positivos. Con estos valores, se
realizé un grafico de porcentaje de
resultados positivos contra valores
de Relacidn y se determind la zona
gris. El nivel de corte correspondié
al 50 % de resultados positivos.”

Se considerarcn como muestras
“Border Line” (BL) agueilas cuyos
valores estaban por debajo del 15%
del nivel de corte. Las muestras com-
prendidas entre este y el 95 % de re-
sultados positivos, a pesar de estar
comprendidas en la zona gris, se con-
sideraron positivas.

Entre los indicadores de evalua-
¢idn clinica se seleccionaron la sen-
sibilidad y la especificidad:;??
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Sensthilidad = ———— - 100 (%
ensibilz VP FN (%)
e VN
E e =100 (%
specificidad TN+ FD (%)
daonde:

VP verdaderos positivos.
VN verdaderos negativos.
FP falsos positivos.
FIN falsos negativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Selograron sintetizar 30 péptidos
de diferentes regiones del VHC, in-
cluyendo cuatro quimeéricos (NS3-
(11INS3(15), NS3I/NS4(25), N33/
NS4(26) y NS4/NB35), que incluian
tres regiones no estructurales del
virus (N353, N54 y NS5). Las secuen-
cias de todos los péptidos fuercn se-
leccionadas a partir del aislamiento
1 (HCV 1) segtin Choo QL y col. en
1991.4 Se escogieron los péptidos de
mejores resuliados para el grupo de
mueslras analizadas que fueron:
Corel (region del nacleo): PKPQ
KKNKRNTNRRPQDVEE, NS3(11):
GREILLGPADDGMVSKGWRL v
NS3{15): TLPQDAVSRTQRRGRT
GRGKPGIYRFVA ambos de la re-
gién no estructural NS3; N54(c-186)
{regién no estructural NS4) VPES
DAAARVTAILSSLT: NS5(H4) (re-
gion no estructural N3S5):. DYEPPV
VHGCPLPPP; y los quiméricos, uni-

Rilie
T

dos por un brazo espaciador Gly-Gly:
NS3(11)NS3(15): GREILLGPAD
DGMVSKGWRLKKTLPQDAVSRT
QREGRTGRGKPGIYRFVA;NSE3/
NS4(25): GREILLGPADDGMVSKG
WRLKKVPESDAAARVTAILSS
LT;NS3/NS4(26): TLPQDAVSRT
QRRGRTGRGKPGIYRFVAKKVP
ESDAAARVTAILSSLT, yNS4/NS5:
VPESDAAARVTAILSSLTKKDYEP
PVVHGCPLPPPE Ademas, seregliza-
ron algunas mezclas {Corel-NS3/
NS54(25), Corel-NS3/NS4(26) y Co
rel-NS4/NS35).

Los nueve péptidos selecciona-
dos fueron purificados a través del
sistema de Cromatografia Liguida
de Alta Resolucién mediante croma-
tografia de fage reversa vy se obtuvo
en todos los cromategramas una se-
fial principal, que se correspondia
con la miaxima actividad en el
UMELISA, ademas, se caracteriza-
ron por espectrometria de masas
MALDI-TOF en la que los pesos
moleculares obtenidos se correspon-
dieron con los tedricos.

La actividad de cada uno de los
péptidos por separado, se analizé
mediante el empleoc de 44 muestras,
positivas y negativas, de dos pane-
les de Bosten Biomedica Inc.
(PVHI103 y PVH204). Los resultados
de sensibilidad de los péptidos indi-
viduales fueron superiores al 90 %
con Corel v al 85 % con NS5(H4),

mientras que para los péptidos de las
regiones no estructurales NS3 y NS4
fueron entre 5y 40 %, lo que coinei-
de con lo reportado por otros aute-
res.'” Con los guiméricos la sensibi-
lidad fue superior 21 70 %, excepto el
guimérico NS3{11¥NS3(15) que pre-
sentd baja sensibilidad para estas
muestras, La mezcla de mejores re-
sultados fue Corel-NS4/NS3 con la
que se obtuvo una sensibilidad del
100 %. Para el resio de las mezclas,
los valores fuercn superiores al 70 %.

Sonmez y col. en 1897, pudieron
comprobar la existencia de reaccio-
nes falsas positivas al VHC en pa-
clentes sifilificos y reacciones falsas
positivas a la sifilis en pacientes con
infeccién de VHC. Con el objetivo de
verificar si existiz reaccién inespeci-
fica con rmuestras positivas a sifilis,
en los péptidos de VHC, se analizs-
ron 38 muestras positivas por VDRL
y cuatro reportadas como negativas
de recién nacidos (Tm1i, Tm2, 8m y
9m), frente a los nueve péptides de
mejores resultados (Figuras 1ad)y
con lag mezclas seleccionadas (Fig. 4).

En todos los ensayos se evalua-
ron controles positives y negativos,
los ensayos se realizaron por cuadri-
plicado y las muestras se analizaron
por duplicado.

Con el pépiido Corel se obtuvo
una especificidad del 89,47 % para el
grupo de muestras analizadas, ya
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Fig. 1. Comportamiento del péptido de la region estructural (Corel) del VHC frente o muestras positivas por VIIRL.
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Fig. 2. Comporiamiento de los péptidos de las regiones no estructurales (NS3(11), NS3(15), NS4 {c-16) y NS5(H4}) del VEHC frente
a mmuestras positivas por VDRL. ’
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Fig. 3. Comportamiento de los péptidos quimdricos de las regiones no estructurales (NS3(11/NS3(15), NS3INS4( 29), NS3INS4(26)
y NS4INSS) del VHC frente a muestras positivas por VDRL.
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Fig. 4. Comportamiento de tas mezclas de diferentes péptidos del VHC frente a muestras VDRL posttivas.

que se detectd una muestra (565} re-
portada como VDRL positiva. A ella,
le correspondid un valor de E/Ne de
6,03. Para el resto de las muestras, los
valores stempre fueron inferiores a 0,8.

Con los péptidos NS3(11), NS3-
{15) y NS4(c-16) la especificidad fue
del 100 %, ya gue no se observe re-
accidn inespecifica frente a las
muestras positivas por VDRL. Los
valores de R/N¢ oscilaron entre 0,003
v 0,7, Con el péptido NSH(H4}, la es-
pecificidad obtenida fue del 88,47 %,
va que se voivid a obtener la misma
muestra (565) como positiva, conuna
RiNcde 1,03.

Con los péptidos quiméricos
NS3(11¥NS3{15), NS3/NS4(25), NS3/
NS54(26), NS4/NS5, se obtuvo una
especificidad del 83,47 % para el gru-
po de muestras analizadas, ya que
nuevamente la misma muestra repor-
tada como positiva a VDRL fue positi-
va para esos péptidos. Su R/Nc fue de
1,01; 3,2: 3,60 ¥ 3,198 respectivamente.

La muestra 565 fue también po-
sitiva frente a las mezclas Corel-
NS3/NS4(25) (R/Nc = 3,67), Corel-
NS3/NS4(26) (R/Nc = 2,98}, Corel-
NS4/NS5 (R/Ne = 8,53}, por o que
igualmente se obtuvo una especifi-
cidad del 88,47 % .

La muestra 565, que resultd po-
sitiva con los péptidos Corel,

NS5H(H4), NS3(11)/N83{15), N33/
INS4(25), NS3/ANS4(26), NS4/NS5 y las
mezclas Corel-NS3/NS54(25), Corel-
NS3/NS4(26), Corel-NS4/NS35, se
evalud con un estuche comercial
(UMELISA HCV de tercera genera-
¢i6n), siende también positiva.

Ademés, esta muestra fue confir
mada por un ensayo comercial
Deciscan HCV de Sanofi Diagnostic
Pasteur {DECISCAN 72304}, en el
gue se obtuvieron bandas positivas
a las regiones estructural y no es-
tructurales del VHC (4+ a Core; 2+
aNS3, 1+ a NS4y 3+ a N85), porlo
que resultd una muestra verdadera-
mente positiva. Debido a lo anterior,
se puede plantear que los péptidos
Corel, NS5(H4), NS3(11)/NS3(15),
NS3/NS4(25), NS3/NS4(26), NS4NS5
y las mezclas Corel-NS3/NS4(25),
Corel-NS3/NS4(26), Corel-NS4/
NS5, presentan un 180 % de espe-
cificidad,

Segin los resultados, todos los pép-
tidos sintetizados son especificos fren-
te a muestras positivas a sifilis.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron péptidos sintéticos
en fase sdlida, de diferentes regio-
nes del virus de la hepatitis C, todos
de gran especificidad frente a mues-
tras VDRL positivas.

Se obtuve una muestra positiva,
por los péptidos Corel, NS5(H4),
NS3{11)/NS3(15), NS3/N54(25}, NS3/
NS4(26), N54/NS3, la cual fue con-
firmada como verdadera positiva.
Esto permite concluir que estos pép-
tidos pueden ser empleados en un
ensayo para la deteccidn de anticuer-
pos al virus de la hepatitis C, por su
elevada sensibilidad y especificidad.
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sProblemas

con el suefo?

La Clinica de Sueno

le puede ayudar

a resolverlos felizmente.

Es conocido que siempre han existi-
de personas que sufren trastornos re-
lacionados con el suefio, pero sélo
en la Gitima década, se le ha dado 2
las alteraciones del suefio la signifi-
cacion requerida como problema de
salud que causa no solo serias enfer-
medades médicas, sino también, que
afecta {as refaciones sociales y los ne-
gocios de ias personas, sin limites de
edad o profesién.

La Clinica de Suefio retne a un co-
lectivo profesional multidisciplinario
con més de 20 afios de experiencia
en el estudio del Sistema Nervioso
Humano y estd dotada con moderna
tecnologia que le permite un rapido
y eficaz diagndstico y con novedosas
técnicas de tratamiento de los dife-
rentes trastornos del suefio.

Esta institucidn ha sido concebida
para la evaluacién y rehabilitacion de
los pacientes con trastornos del sue-
fio aquejados de;

O Dificultades para iniciar o mantener
el suefo o suefio no restaurador (in-
somnios) de todos lo tipos v en todas
las edades.

O Somnolencia excesiva diurna (hiper-
somnias) con sospecha de narcolepsia,
sindrome de apnea de suefio y otras
causas.

O Sospecha de alteraciones asociadas
al suefio como crisis epilépticas,
asma nocturna, movimientos perié-
dicos de las piernas, etcétera,

O Alteraciones del cicio normal dia-no-
che {cambio de huso horario y en los
turnos iaborales, patrones de suefio.
vigilia irregulares, sindromes de fase
atrasada y adelantada de suefio, etc ).

O Parasomnias mal soportadas, con ries-
gos de accidente o de farga evolucién
(sonambulismo, terrores nocturnos,
pesadillas, etc.).

O Probiemas del suefio relacionados con
enfermedades neuropsiquidtricas

{asociadas a enfermedades neu rolégi-
cas, traumas craneales, depresiones
enmascaradas).

CENTRO INTERNACIONAL
pe ResTAURACION NEUROLEGICA

Teléfonos: 33 6003; 21 9966,
Fax: (537) 33 6339; 33 2420: 33 6302.
Telefax: 33 6028,






