Universidad Naclonal Auténoma de México
FACULTAD DE QUIMICA

EXAMENES PROFESIONALES
FAC, DE QUIMICGA

PURIFICACION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE DE LA

HEPATITIS TiPO B ( ANTIGEND AUSTRALIA ).
r ¢ § 1§
PRESENTADA POR:

MARIA DE LOURDES S8ACAGUCHI IDE

PARA OBTENER EL TITWO DE
QUNICO  FARMACEUTICO  BIOLOGO

MRXIC0, D, P, 1984



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I.~- INTRODUCCION
a) Objetivo
b) Terminologfa y patogenia
¢) Epidemiologia de la hepatitis por virus tipo B
d) Estructura antigénica del virus de la hepatitis B
e) Respuesta inmune en la hepatitis por virus tipo B

f) Antecedentes metodolégicos

II.~ MATERIAL Y METODOS
III+ RESULTADOS

IV.- CONCLUSIQNES

V.- BIBLIOGRAFIA



INTRODUCCION:

De importancia primordial para el manteni--
miento de la salud pliblica, tanto en México como en mu--
chos paises, es el conocimiento de la historia natural -
de las diversas variedades de hepatitis, de las cuales -
se desconocen alin aspectos esenciales para su curacidn y
prevencidén. En lo que se refiere a curacidn, no existe -
un tratamiento especifico puesto que el curso de la en--
fermedad presenta variacidn entre cada paciente; se ha -
hecho mayor énfasis en la profilaxis pre y post exposi--
cibén de la cual se ha publicado el uso de inmunoglobuli-
nas, suerc hiperinmune y ahora de una vacuna comercial;
antes de usar alguno de estos productos se recomienda -
hacer un cuidadoso estudio epidemioldgico ya que el cos-
to del sueroc hiperinmune y de la vacuna es muy elevado -
(1, 2 ).

Si bien la epidemiologia de la hepatitis infecciosa
y de la hepatitis sérica, en la actualidad denominadas -
hepatitis por virus tipo A y hepatitis por virus tipo B
respectivamente, ha sido bastante estudiada desde hace -
40 afios, fue hasta el descubrimiento de Blumberg en 1964
( 3 ) del " Antigeno Australia " cuando se hizo posible
investigar la naturaleza y las caracteristicas del agen-
te causal de la hepatitis B, asi como avanzar significa-

tivamente en el conocimiento de diversos aspectos epide-
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mioldgicos cuyas implicaciones ahora estdn bien defini--
das,como las que se refieren a su tiuansmisidn por via --
transfusional y oral, y a las posibilidades de preven---
cidn por medio de vacunas.

A partir del trabajo inicial de Blumbery, quien uti
1izd el método clédsico de doble diftusidn en arar, han --
surgido variantes y nuevos métodos que permiten identifi
car cantidades muy pequefias de este antigeno y de sus an
ticuerpos especificos. La necesidad de utilizar un anti-
geno de elevada pureza y especificidad se hizo patente -

" tercera

desde que aparecieron los métodos 1lamados de
generacidn " cuya gran sensibilidad ha side posible con-
seguir gracias al desarrollo de métodos eflectivos de con
centracidén y purificazidn del virus tipo R, como el e -
Harris y colaboradores (4). [l objetivo principal de es-
te trabajo ha sidc obtener antigeno de superficie de he-
patitis B altamente puriticado, para ser utilizado en la
deteccidn del anticuerpo homblogo por métodos de alta --
sensibilidad y especificidad o bien, con una previa puri
ficacién en la inmunizacidn de animales de laboratorio -
para obtener el suero anti-antigeno, debido a que de to-

dos los métodos y en particular los de tercera genera---

cidén requieren anticuerpos de mayor especificidad.



TERMINOLOGIA Y PATOGENIA:

| Como ya sv menciond, se han - -
identificado dos virus denominados tipo Ay tipo B y re-
cientemente un tercero afin no bien conocido, por lo que
se le describe como agente noA - noB, de caracteristicas
epidemioldgicas diferentes.

La hepatitis tipo A, conocida antes como hepatitis
infecciosa o ictérica catarral, es un padecimiento epid&
mico que por lo general se adquiere a través de la inges
tidén de cantidades infimas del virus. También puede ad--
quirirse por via parenteral, pero esta via de transmi---
316n es poco frecuente.

La hepatitis tipo B, previamente conocida como hepa
titis sérica o ictérica por suero homdlopo, por lo comln
se relaciona con las transfusiones de sangre o la aplica
cién de productos hemiticos. El virus de la hepatitis ti
po B puede penetrar al organismo por via parenteral u -
oral ( 5 ).

La importancia de la transmisidn parenteral o no pa
renteral del virus no ha sido bien establecida. Sin em--
bargo, parecen estar implicados en la transmisibn de la
infeccibn varios fluidos del cuerpo como saliva, descar-
gas menstruales y vaginales, lfquido seminal, exudados -
serosos y leche materna. Lo que mds nos interesa es la a
sociacibn que existe con padecimientosicrénicos.”iﬁélu——
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yendo hepatitis crénica activa, cirrosis y céncer hepdti
co; ademis, la infeccidn por virus de hepatitis B puede
convertir a la persona en un portador con antigenemia --
persistente. Se considera que existen en Norteamérica y
en el norte de Europa 0.1% o menos de portadores; en Eu-
ropa central y Europa del este alrededor de un 5%, la --
frecuencia aumenta en el sur de Europa y en los pafses -
que se encuentran en el Mediterrdneo, mientras que en al
gunas partes de Africa y Asia se calcula que puede ser -
hasta del 20% ( 6 ).

La infeccién por virus de hepatitis B estd asociada
con la aparicidn de un antigeno especifico en el suero y
su anticuerpo homblogo; se trata del originalmente llama
do antigeno Australia, al que ahora se le conoce con el
nombre de antigeno de superficie de hepatitis B (AgsHB),
y se encuentra en el material de recubrimiento de las --
partfculas Dane y en otras formas tubulares y esféricas
encontradas en sueros antigeno-de-superficie-positivos,
Otro antigeno que también se encuentra presente es el an
tigeno nucleoide que estd fntimamente relacionado ala -
infeccidn, y un tercer antigeno presente es el antfgeno
e, el cual parece estar relacionado con el nfimero de par
ticulas virales yel grado de infectividad en sueros - -
AgsHB positivos. Su presencia se relaciona comunmente --
con un prondstico desfavorable y con el desarrollo de -

e




un padecimiento hepdtico crénico. De estos dos Gltimos -

antigenos nombrados también se han encontrado sus respec

tivos anticuerpos ( 7 ),

A finales de 1978, se ticne el primer reporte de la
llamada hepatitis noA - noB en el cual se notifica de un
caso de hepatitis en una enfermera, posiblemente adquiri
da por inoculacidn accidental del virus por un piquetc -
de aguja. El diagnbéstico de hepatitis noA - noB en la en
fermera se hizo por exclusidn, ya que el AgsHB y su Ac -
homblogo habian sido negativos; y aunque el anticuerpo
anti - A estaba presente &ste era mediado por IgG lo - -
cual es indicativo de una infeccidn anterior ( 8 ). Se -
ha sospechado la existencia de éste agente infeccioso --
noA - noB a partir de las siguientes observaciones:
1.~ Tiene un periodo variable pero definido de incuba---

¢ibn, intermedio entre hepatitis tipo A y lepatitis
tipo 2 (generalmente de 6 a 12 semanas).

2.- En preparaciones histolégicas tefiidas con hematoxili
na-eosina, las alteraciones son virtualmente indis--
tinguibles de la hepatitis viral tipo- A y de la tipo
B. '

3.~ Existe una relacifn directa entre el desarrollo de -
la hepatitis noA - noB y el origen de la sangre dona

da como sucede con la hepatitis B y es cerca de diez

.



veces mds comfin después de recibirla de donadores ¢o

merciales que de donadores voluntarios ( 9 ).




DIFERENCIAS EPIDEMIOLOGICAS ENTRE LAS HEPATITIS VIRALES
Hepatitis A tlepatitis B no A - no B

Transmisién

Periodo de
incubacién (dias)

Distribucién por
edades

Variacidén estacional]

de la incidencia

Vodelo animal para
infectividad

Harcadores
Serolégicos

Via oral, a veces

parenteral

15 a &0

Todas, pero prin-
cipalmente en
nifios menores de
14 afios

V4s frecuente en
invierno v oprira-

vera

rfiapale jacchus
(rono titidy otros

Desconocidos o

ninguno

Via parenteral, a

veces oral

40 a 180

Todas, especialmen-
te en adultos jdve-
nes (15 a 30 afios)
no frecuente en

niﬁos

singina

Chimpancé

PgsbB®
fesie
Ap Al
Ffelalehl
hgetB
hcelB

Parenteral
( hasta ahora )

42 a 84

Adultos
( hasta ahora )

Se desconcce

Prolado en Chimpancé

DNesconocidos o

ninguno

* Ver cuadro de nomenclatura.
- Bryan J.A., Pattison Ch. P. Hepatitis Viral, un compendio. Medicina de Posgrado

Yol. 7 No. 8, 1979.

- Alter H.J., Hollan F.V., Purcell R.!., Popper H.Transmissible agent in Non-A,
Non-3 hepatitis. lancet. Saturvay 4 HMarch 1378,
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DIFERENCIAS  CLINICAS

Hepatitis A

FNTRE  LAS

HUPATITIR

Hépatitis B

VIRALER

no A - o i

Sintomatolonia

Curso clirico

Severidad

Complicaciones

Indice de
mortalidad

Sindrome pripal de
iniciacidn abrunta
y con ficbre,
Malestar gencral
Anorexia

Nauseas

Vémito

Fatiga

Breva

Hahitualmente love

FPoco habituales

Parecites a los de

hepatitis A, pero Je
evolucidn mas pro-
longradasen ocasiones
Urticaria

Artralsias
Lintadenovatia

carvical

Proloneado

Variable, a menudo

arave

Presentes on un b

a 10% Jde los casos

1 a 10%

Fatiym
HAusean
Vinito

Malestar vonemil

Vardable hanta
Jonvde oo b oxpe-

riment i

leve

Joco hakitiales

st ahora

Mo se sabe por

ahcra




NOMENCLATURA .

Cuadro No. 2

Terminologia utilizada para los antigenos y anticuer

VHB

AgsHB

AgcHB

AgeHB

AcsHB
AccHB
AceHB

pos del virus de la hepatitis tipo B.

Virus de hepatitis B. Un virus de 42 nm (partfcu
la Dane).

Antigeno de superficie de la hepatitis B, origi-
nalmente conocido como antigeno Australia (AgAu).
Este antfigeno se encuentra en la superficie del
virus y en las particulas libres de forma esféri
ca y tubular.

Antigeno nucleoide de la hepatitis B. Este anti-
geno se encuentra en el nucleoide de la particu-
la Dane. |
Antfgeno e asociado con infecciones de hepatitis
tipo B.

Anticuerpo anti-antfgeno de superficie.
Anticuerpo anti-nucleoide.

Anticuerpo anti-e.

Zuckerman A.J. The three types of human viral hepatitis.

Bulletin of the World Health Organization.56(1);1-20,1978.



EPIDEMIOLOGIA DE LA HEPATITIS POR VIRUS TIPO B.

En la actualidad, con la existencia de pruebas de -
laboratorio de alta especificidad para la ideﬁfificacién
de la hepatitis B, los conceptos epidemioldgicos sobre -
la infeccidn han cambiado significativamente. Por ejem--
plo,se ha desechado el dogma epidemioldgico de que la he
patitis B se contagia exclusivamente por productos hemi-
ticos a través de la ruta parenteral; este cambio se de-
be a ciertas observaciones como son el hallazgo de que -
la infeccidn es endémica en instituciones cerradas, de -
que hay prevalencia de la infeccidn en comunidades urba-
nas de adultos, en el porcentaje y edad de distribucién
del AgsHB en diferentes regiones geogrificas y la relati
va alta incidencia en condiciones socioecondmicas pobres;
ademis, existen evidencias circunstanciales seglin las --
cuales la transmisidn es posible por contacto personal -
intimo y por la ruta sexual.

Ahora bien, en Areas donde la prevalencia es baja,
la inoculacién de sangre v algunos productos derivados -
de ésta continflan siendo el mejor modo de transmisidn de
la infeccidn, como sucede en las transfusiones, en la --
inoculacidn accidental de pequefias cantidades de sangre
como puede ocurrir en los manejos médiéos, quirlrgicos -
y dentales, en los adictos a drogas intravenosas o subcu

tineas, en inmunizacién masiva, tatuajes, acupuntura, --
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accidentes de laboratorio e inoculacién accidental con -
objetos que por alguﬁa razbén hayan sido contaminados con
sangre. ‘ |

Por otro lado, en zonas donde la incidencia de in--
feccibén por virus de hepatitis B es m4s alta, como suce-
de en los trépicos, los modos de transmisidn son simila-
res a los otros lugares del mundo; se tienen en estudio
otros factores adicionales que pueden ser importantes -
como la repetida picadura de artr8podos que se alimentan
de sangre, aunque los primeros resultados obtenidos has-
ta ahora no son muy claros.

Otro factor importante que determina la prevalencia
del virus en algunas regiones es la transmisién de la cn
fermedad de madre portadora a sus hijos, la cual puede -
ocurrir durante el periodo perinatal.

El mecanismo de infeccibn pre-natal no es muy clara,
y aunque se cree que el virus puede infectar al feto en
el (tero, €ste parece ser un caso mu§ raro; es mas proba
ble que la infeccidn ocurra poco antes del nacimiento -
como resultado de un escape de sangre de la madre a la -

circulacién del nifio ( 6 ). o
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ESTRUCTURA ANTIGENICA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B.

Estd bien establecido que la particula Dane es el -
virus tipo B de la hepatitis, y que esta particula - -
vista bajo el microscOpio electrbnico tiene una compleji
dad morfolbgica que ha sido superada por la heterogenei-
dad antigénica del AgsHB, ya que mediante cuidadosas - -
pruebas de laboratorio se ha demostrado que todas las --
muestras de AgsHB poseen un antigeno comiin especi{fico -
" a"yque las particulas generalmente tienen como mf-
nimo dos subdeterminantes mutuamente excluyentes "d" o -
"y" y "w" o "p”.

Los subtipos son la expresidh fenot{pica de distin-
tas variantes genot{picas del vipus, y se han reconocido
cuatro principales finbtipos: adw, adr, ayw y ayr, pero
han sido descritas otras variantes de estas subdeteymi--
nantes, todas aparentemente en la superficie de la parti
cula Dane. Estos subtipos son valiosos marcadores epide-
miol8gicos y ofrecen un método para distinguir el origen
de la infeccifn. Aunque algunos autores cqnsideran que -
loa subtipos no parecen estar asociados con una forma --
clfhica particular de padecim@ento hep&tico cabe la posi
bilfdad de que en el futuro eita idea camdie ya que en -
la actualidad existen algunos estudios preliminares que

parecen indicar 1o contrario.'(G,IO).
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RESPUESTA INMUNE EN LA !HEPATITIS POR VIRUS TIPQ B.

Después de la infeccién por virus de hepatitis B, -
la respuesta inmune se manifiesta por un mfnimoc de tres
sistemas antigénicos: el antigeno de superficie, el anti
geno nucleoide y el. antigeno e, como resultqdé de la re-
plicacidn del virus en el hepatocito.

El antigeno de superficie aparece en el suero ae mu
chos pacientes durante el perfcdo de incubaciédn, como 4
a 6 semanas después de la infeccién y 2 a 8 semanas arn--
tes de que las pruebas bioquimicas descubran el dafic he-
p&tico o el ataque de ictericia. El Ags persiste durante
la fase aguda de la enfermedad y habitualﬁente desapare-
ce de la circulacién durante la convalecencia. El1 antf-
geno nucleoide no ha sido identificado en el suero o ---
plasma. El siguiente evento identificable en la circula-
cibn, es la actividad asociada a DNA polimerasa (11), -
inmediatamente antes o al tiempo en que subgn las transa
minasas séricas. El anticuerpo antinucleoide se encuen--
tra en el suero 2 a 10 semanas después de la aparicién -
del Ags, y frecuentemente es identificablﬁ dupante,la in
feccién aguda y por algiin tiempo después de la recupqré-
cién aunque con t{tulos que tienden a bajar; en general
los tftulos altoé de este anticucfpo,son encontrados eh
portadores persistentes del Ags. El anticuerpo anti-nu--

cleocide parece estar correlacionado con la cantidad y du
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racién de- la replicacidn del virus. Finalmente aparece -
el anticuerpo de superficie. (6)

. Estudios previos han mostrado que el antigeno e estd
presente al principio, en el curso de la infeccién aguda,
cuando inicialmente aparece el Ags y antes del ascenso de
las transaminasas séricas. El antigeno e desaparece de la
circulacién en individuos que se recuperan de la enferme-
dad aguda, pero en muchos pacientes que evolucionan a una

infeccién crénica tienen antfgeno e persistente (12)
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ANTECEDENTES MLTODOLOGICOS.

Desde que Blumberg descubrid e! antiseno Australia,
utilizando el método de doble difusidn en placa de ararv
de OQuchterlony, la metodologia para este propdsito ha --
evolucionado con bastante rapidez; en la actualidad pue-
den reconocerse tres generaciones de prucbas, que se des

criben a continuacién:

PRIMERA GENERACION (baja sensibilidad) (u)

a) Doble difusidn en placa de agar( Quchterlony ): sus -
inconvenientes son su baja sensibilidad y el ticmpo -
requerido para su interpretacidén ( 1 a 7 dias ), y --
sus ventajas son sencillez, economia y especificidad.
Esta 11tima caracteristica es de la mayor importancia
cuando se trata de establecer la identidad de las v.a-
riantes antigenicas del virus.

b) Micro-Ouchterlony: es la variante micro del método an
terior, con inconvenientes similares, la ventaja ya -
mencionada y, ademis, la de requerir cantidades muy -

pequefias de suero o reactivos biolbgicos. (13)

SEGUNDA GENERACION (sensibilidad intermedia).
a) Aglutinacibn de 14tex; es un método con ventajas préc
ticaé notables, en particular’sencillez y rapidez, y

su inconveniente fundamental consiste en menor especi
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b)

c)

ficidad que se traduce en una proporcién de reaccio--
nes falsas positivas mayor que en otras pruebas (1Y),
Contrainmunoelectroforesis: método sencillo, rdpido y
de bajo costo que permite detectar la mayoria de los
casos positivos al antigeno. Por estas caracteristi--
cas es probablemente el método mis utilizado, a pesar
de que se sabe que produce una pequefia proporcidn de
resultados falsos neéqtivos si se compara con los mé-
todos de tercera generacibn. (13).

Fijacién de complemento; tiene los inconvenientes de
lo complicado del método en si, a 1o que se suma la -
necesidad de utilizar un suero inmune que no posea ac
tividad anticomplementaria (generalmente de origen hu
mano); sin embargo, su especificidad es muy buena y -

su sensibilidad estd entre intermedia y alta (13)

TERCERA GENERACION (sensibilidad alta).

a)

Inmunofluorescencia; no es un método apropiado para -
trabajo rutinario de deteccibn del antigeno Australia
Es particularmente {itil para la localizacibn del antf{
geno en células o en tejidbs. El método se utiliza -

pvincipalmenfe para estudios de biopsias hepfticas en
el caso de enfermos crénicos, en especial cuando hay

produccién de antigen.»y_en el suero se encuentran so

lo complejos antigeno-anticuerpo. (15)
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b)

c)

d)

Hemaglutinacibn inversa, reversa o pasiva; relativa-
mente ripido y sencillo, este método funciona bastan-
te bien con reactivos biolbégicos perfectamente estan-
darizados pero' pequefias alteraciones en las condicio-
nes de los eritrocitos sensibilizados pueden dar lu--
gar a reacciones falsas negativas y positivas. (13)
Anilisis radioinmunolégico ( RIA ); su principal ven-
taja es la elevada sensibilidad, siendo también muy -
buena su especificidad. Sus inconvenientes reconoci--
dos son el alto costo de los reactivos y del equipo -
para la lectura de los résultados, ademis de requerig
se instalaciones especiales, personal capacitado en -
forma especial para el manejo de materiales radioiso-
tépicos y licencia para manejo de sustancias radioac-
tivas. (16)

Andlisis enzimoinmunoldgico ( EIA ); esta metodologia
comprende diferentes técnicas aplicables a la identi-
ficacibn y cuantificacién de antigenos y anticuerpos
en flufdos biolégicos. Su sensibilidad es comparable
a la de KRIA y tiene ventajas evidentes sobre éste Gl-
timo: no requiere el uso de isdtopos, el equipo para
su manejo, ni personal altamente adiestrado en técni-
cas especiales, ya que se pueden utilizar espectrofo-
témetros ordinarios o especiales para los aspectos --

cuantitativos de la técnica. Existe inclusive la posi
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bilidad de practicar esta metodologia en forma cuali-
tativa o semi-cuantitativa haciendo lecturas a simple
vista, como un paso previo a la determinacidn cuanti-

tativa. (17)
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MATERIAL Y METODOS.

Antes de seleccionar la técnica empleada en la puri
ficacidén del AgsHB, se consultd bibliografia y de ésta -
se seleccionaron varios métodos que fuesen sencillos y -
accesibles a nuestras posibilidades, ademds de que cum--
plieran con nuestros objetivos de obteneér un.buen grado
de pureza y tambien una buena cantidad de antigeno. In -
la literatura se encuentran publicadas una'gﬁéh:yariedad
de metodologias empleadas para la purificaci&q’del,AnéHB{
entre ellas estdn las que se basan en gradiehf&;iﬁévcgn—
trifugacidn en sucrosa o en cloruro de cesio;,én écésgo—
nes combinadas con ultracentrifugacién o electroforesis;
nosotros no empleamos &sta hetodologia porque se hﬁbiései-
requerido de mucho material y tiempo para obteneriuhaﬂ;-:
buena cantidad del antigeno. También se encontfavoﬁ démau'
binaciones de precipitacidn con cloruro de amonio o p;—én
lietilenglicol, cromatografia}por filtracibn en'gél‘déQQHﬁ
DEAE-Sephadex, extracciones con freon y adsorci§n-y‘éiu¢‘¥
sién de Aerosil. Consideramos que las dos primépas pra§i,,
pitaciones no darian un buen grado de pureza, y“pafa Iigﬂ
var a cabo las otras técnicas no se contaba con eifma%e—
rial necesario. Por {iltimo se. encontrd el uso dg‘éﬁziﬁ&s
como la pepsina para llevar a cabo la‘purificaci6n:del -
antigeno (18). Dentro de &stos iltimos. se enconfrdﬂuha -

técnica que podfa cubrir. los ‘objetivos principales; que
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es la’'que a continuacibn se describe.

(Método descrito por Harris y colaboradores) (4,19).
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DIAGRAMA TEL METODO DE LA PURIFICACION DEL  AsshB.

Suero 'Humano Positivo de - \psliiR

NaCl 0.4bM

5 horas a 37°C 30 U pepsina por my de proteina
¥ pH 2.3

30 minutos a 22-25°C + pH 8.0

pH 6.5
2 horas a 4°C PEG-4000 a tener 20%
Precipit!do rico Sobrenadante
en antigeno Pepsina

Proteina no antigénica.

El método se basa en la degradacién de las proteinas séricas -
por la accibn enzimdtica de la pepsina, la cual tiene como particu-
laridad el romper enlaces peptidicos entre fenilalanina, triptofano,
tirosina, leucina, dcido aspdrtico y &cido glutdmico.

El pH es el Sptimo para la actividad de la pepsina y el cloru-
Y0 de sodio se agrega con el fin de aumentar la solubilidad de las
protetnas.

En el segundo paso, con el aumento del pH se per'sigue tinicamen
te parar la accifn de la enzima. Por (ltino, al agregar el PEG en -
un medio ligeramente Scido se pr;ecipita el antigeno porque se Supo
ne que en éstas condiciones hay formacifén de iones carbonilo en las
proteinas ,1os cuales sufren un ataque nucleofflico nor los oxidri-
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los del PHG formindose un complejo proteinas- PEG (20) (21)
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Antes de poner en prictica el método de purifica--
cidn del AgsHB se hicieron dos ensnivos previos con un -
suero humano normal; en ambos se hizo la cuantificacibn
de proteinas totales por el método de biuret, ya que se
gln la técnica de Harris se debe tomar en cuenta la ac-
tividad de la pepsina y la concentracibén de las protei-
nas séricas para calcular el tiempo de digestidnj la --
comprobacidn de la degradacidn sc hizo por método elec-
troforético debido a que con el biuret hay reaccidén po-
sitiva en presencia de polipéptides (22).

Estos ensayos previos fueron de gran utilidad para
familiarizarnos con toda la metodologia a sepuir y en -
un momento dado para poder controlar las distintas si--

tuaciones que se presentan al montar una nueva técnica.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PEPSINA.

Este método fue empleado para saber la cantidad de
pepsina necesaria para degradar 1 miligramo de proteina.
Una vez obtenido el dato de la actividad fue posible cal
cular la cantidad de pepsina necesaria para hidrolizar -
las proteinas de los distintos plasmas utilizados duran-
te el desarrollo de este trabajo.

REACTIVOS.

SUSTRATO
Se disuelven 0,16 mM/1 ( 9.94 mg de N-acetil L-
fenilalanildiyodotirosina ) en 1.0 ml de hidréxi
do de sodio 0.1 N. |
Se agregan 80 ml de agua destilada ajustando el
pH a 2 con 4cido clorhidrico 0.1 N y se afora a
100 ml con 4cido clorhfdrico 0.01 N.
( estable 2 semanas ).

SOLUCION AMORTIGUADORA

DE ACETATO 4 N a pH 5.5
Se disuelven 272 g de acetato de sodio trihidra-
tado en 200 ml de agua destilada m4s 50 ml de &-
cido acético glacial,y se campleta a 500 ml con
agua destiladaj;se ajusta el pH a 5.5 ( estable -
un afio ).

NINHIDRINA

Se disuelven 20 g de ninhidrina y 3 g de hidri--
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dantina en 750 ml de &ter monometilico del eti-
lenglicol y se adicionan 250 ml de amortiguador
de acetato, pasidndose a un frasco &mbar,

( estable 4 semanas ).
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TECNICA

Preincubar el sustrato y los tubos a 37°C, y poner on los tubos

CONCENTRACTON
PROBLEMA BLANCO EN LA FRUEBA
{ Sustrato 1.0 ml 1.0 ml
:
] Entre 10 y 100 4¢/nl
' Pepsina 0.1 ml - HCL 0.01 N.

Mezclar e incubar exactamente 10 minutos

Ninhidrina 0.5 ml 0.5ml

B i e Dt

Pepsina - 0.1m

Mezclar, tapar con una canica de vidrio y calentar a etullicidn

s

durante 15 minutos y enfriar en agua fria.

-

Etanol al 50% 1.0 ml 1.0 ml

Mezclar y leer contra blanco de agua las extinciones a 578 nm

dentro de los siguientes 60 minutos

CALCULO
‘Después de restar el valor del blanco correspondiente al problema

aplicar el AE obtenido por minuto en la siguiente férmula.
Actividad / volumen =4E X 194 ( U/ ml ).

Hinsberg K., K. lang. Medizinsche Chemie, Urban-Sctwarzenberg-Verlag,
3sd edition. pp 799, 1975. Tomado de Prepartions for Biochemestry,
Merck 1977.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Este m&todo se empled para conocer la concentracién
de proteinas de los plasmas que tenian que ser degrada--
dos por la pepsina.

METODO DE BIURET.

Camo se sabe, todas las proteinas tienen un gran -
nimero de enlaces peptidicos, por lo que si se trata una
solucidén de proteinas con iones de Cu++ en un medio mode
radamente alcalino, se forma un complejo quelato de com-
posicién desconocida, entre el ion Cu++ y los grupos car
bonilo ( - C =0)y ( =N -H ) de los enlaces peptidi-
cos. En ello se basa la prueba de biuret para cuantifi--

car proteinas.

REACTIVOS.
a) Solucidn de clorurc de sodio 0.15 M. Pesar 8.5 g
de cloruro de sodio, disolver y aforar a 1000 ml
con agua destilada.
b) Biuret. Deben utilizarse reactivos de grado ana-
1ftico. Pesar 1.5 g de sulfato cfiprico ( CuSQ;5
H,0; P.M, 248.7 ) y 6.0g de tartrato de sodio ¥

2

potasio ( KNaC,H 0,4 H)0; P.M.282,2),transferir

2
a un matraz volumétrico de un litro y disolver -
en aproximadamente 500 ml de agua destilada. Agi

tando constantémente, agregar 300 ml de hidréxi-
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METODO

do de sodio 2.5 N ( preparado a partir de una so

lucidn saturada de NaOH libre de carbonatos ).

Completar el volumen con agua destilada, mezclar
y consgervar en un frasco Pyrex, de polietileno o
bien de vidrio comlin pero recubierto de parafina

en su interior.

a) Preparar una dilucibn 1:20 del patrén de protei

nas con una solucidn 0.15 M de cloruro de sodioj
asi mismo preparar una dilucién del problema, a
manera de contener entre 3 y 4 mg/ml. E1 patrdn
de proteina utilizado fue un patrén secundario

B* con una concentracidn media de 4.43g + 0.0u47
g/100 mljesta concentracién fue obtenida haci;g
do 30 determinaciones de proteinas totales por

el método de biuret.

b) En tubos separados medir 2ml de cada una de las

diluciones y 8 ml del reactivo de biuret; mez--
‘clar bien. Preparar también un blanco de reacti
vo usando 2 ml de la solucibn de cloruro de so-
dio y 8 ml de biuret.

Dejar reposar durante 30 minutos a 20 - 25°C y
leer la absorci®&n a 540 nm, ajustando a cero -

con el blanco de reactivos.
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CALCULO

Absorcién del desconocido « Concentracifn del patrfn (g/1)_Concentracitn del desconocido.

Absorcitn del patrén 20

# Chanes Adame E.J. Preparacidn de un patrén primario de proteinas.

Tesis profesional. Facultad de Quimica, UNAM (1978).
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ELECTROTORESIS DE PROTEINAS SERICAS EN ACETATO DE CELULOSA.

Este método se empled para verificar si la hidrdlisis
de las proteinas séricas se habfa llevado a cabo por
la accidn de la pepsina en forma completa.

METODO DE MICROZONA.
La electroforesis se basa en la migracidn de particu-
las cargadas eléctricamente, en un campo eléctrico; -
la prueba requiere de tres elementos:
a) Campo eléctrico.
b) Particula cargada.
¢) Medio de desplazamiento
El campo eléctrico se establece con la corriente di--
recta de una fuente de poder con voltaje-amperaje re-
gulables. La particula cargada es la muestra a estu--
diarse y el medio de desplazamiento es en donde se co
loca la muestra para su estudio.

EQUIPO Y MATERIAL:
Fuente de poder.
Cémara de electroforesis.
Aplicador de muestras
Tifas de acetato de celulosa.

REACTIVOS:
Amortiguador veronal pH 8.6; fuerza iénica 0.0025.

Rojo Ponceau S al 0.5% en &cido tricloroacé&tico al 5%.
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Suero humano normal.

Suero tratado con pepsina.

METODO:

lo"'

10‘0 -

Lmbeber la tira de acetato de celulosa en el amor
tiguador, hasta que estén llenos todos los poros.
Llenar la camara Jde electroforesis con el amorti-
guador hasta el nivel marcado.

Sacar la tira de acetato del amortipuador y qui--
tar el exceso con papel absorbente,

Poner la muestra con el aplicador de microzona a
1.5 cm ded cdtodo.

Colocar la tira de acetato en la clmara con las -
muestras hacia abajo de tal forma que sea el ace-
tato de celulosa el que haga contacto y cierre el
circuito; tapar la cémara.

Colocar los electrodos verificando su posicidn
Conectar la fuente de poder y ajustar a 250 volts
(55 V por cmddurante 30 minutos

Desconectar la fuente de poder,_retirar los elec-
trodos, destapar la cdmara y entonces sacar la ti
ra, manteniéndola en posicidén horizontal.

Tefilr la tira dentro de una cubeta apropiada con
rojo de Ponceau S durante 5 minutos.

Lavar la tira en tres cubetas suscesivas conte---

niendo 4cido acético al 5% dejindola algunos minu
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tos en cada bafio.

11.~ Retirarla del {(ltimo bafio hasta que el fondo de 1la
tira esté nuevamente blanco y solo se observen las
bandas obtenidas, feﬁidas de color rojo.

12.- Leer directamente. En este caso se observaron las -
bandas cldsicas de las proteinas en el suero normal

y ninguna banda en el suero tratado con pepsina.
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CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Este método se llevS a cabo en un medio de agar y se
. usb para comprobar si el antigeno de superficie se encon-
traba en el precipitado obtenido.
FUNDAMENTO

La contrainmuncelectroforesis también se conoce con
el nombre de electroforesis cruzada la cual hace uso del
flujo endosmdtico, que se lleva a cabo porque el agar tie
ne una carga neta negativa, que fija los iones positivos
del amortiguador provocando un flujo de dicho amortigua--
dor hacia el cétbdo esto hace que algunas proteinas como
las gamma globulinas emigren hacia el cltodo al practicar
se la glectvoforesis. En esta forma el anticuerpo se mue-
ve como un frente concentrado hacia el cdtodo, y el anti-
geno se mueve en la direccidn opuesta hacia ¢l &nodo - - |
(13,23).
EQUIPO Y MATERIAL

* Fuente de poder

® Cémara de electroforesis

Placas de plistico

REACTIVOS
Anortiguadov Veronal:
Barbital sédico
( Na 5,5 dietilbarbiturato ) 6.69g

Acetato de sodio anhidro 2.66g
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Merthinlate( Thimerosal ) 0.lg
Agar 750 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8.6
con HC1l 0,12N y ajustar a un litro con agua destila-

da.

Preparacidn de las placas: .

Agarosa l.hg
Amortiguador veronal 200 ml.
Fundir en autoclave y agregar 25 ml a cada placa, de

jar solidificar y guardar en refrigeracidn

METODO

a)

b)

c)

d)

e)

En la placa que contiene la agarosa se hacen los po
z0S necesarios para las pruebas que se desean reali
zar.

( Cuando se hace la prueba con suero problema se -
emplean 3 pozos porque de esta forma se puede obser
var si se encuentra presente el antigeno o el anti-
cuerpo ).

En el pozo central depositar la muestra problema.
Dél lado anbdico depositar el suero que contiene el
anticuerpo.

Del lado catddico depositar el suero que contiene -
el antigeno |

Llenar la cimara con el amortiguador hasta la marca

indicada.
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£)

g)

h)

i)

Empapar las esponjas con el amortiguador ( son las
que hacen contacto con la placa ).

Invertir la placa para que sea el agar el que cie--
rre el puente;

Corrér la muestra durante 60 minutos a 30 mA.
Observar con una fuente de luz y una lupa,

% En este caso se usaron de la marca liyland
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Resultados:

La primera técnica desarrollada en este trabajo
fue la determinacidn de la actividad de la pepsina, de la
cual se obtuvo el siguiente resultado:

A una concentracién de 1004g/ml de pepsina se obtu-
vieron 33 U de actividad de la enzima; como el método em-
pleado requeria 30 U de pepsina /mg de protefna se hizo

el siguiente c8lculo:

10044g ¥ 30U. Sluge
33U

0 sea 91jvg de enzima es necesaria para hidrolizar 1 mg -

de proteina.

Cuantificacidn de proteinas.

En la cuantificacidn de protefna plasmitica se em--
pled el método de biuret por medio del cual se obtuvieron
las cantidades de 5.26 y 5.65 g/100 ml en 2 plasmas norma
les.,

Tomando como referencia estos resultados se conside-
r8 que la técnica en estas condiciones hidrolizarfa al -
menos esas cantidades de proteinas en.un plasma positivo
para el AgsHB, ademds se agregd un exceso de 45.5 mg de

enzima capaz de hidrolizar 0.5 g mi8s de protefna, y de -

esta forma se asegurS la hidrblisis total.
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En la electroforesis hecha a los plasmas normales en
los cuales se pretendia hidrolizar todas las proteinas -
presentes y que habfan estado en incubacién durante 4 ho-
ras observamos que quedaban restos protefcos presentes;
por lo cual en el segundo ensayo se incubd una nueva mez-
cla de digestidn exactamente 5 horas, después de lo cual
se hizo la electroforesis dando como resultado una hi.Jdré-

lisis total.

Contrainmunoelectroforesis

Por este método se determind el titulo de AgsHB del
plasma utilizado,y también el titulo del precipitado obte-
nido en el plasma positivo; después de hacer diluciones ~
del 1:2 hasta 1:128 se obtuvo un titulo de 1:8. En cl pre
cipitado rico en AgsﬁB primero se hizo una dilucién 1:10
tomando 0.2 g de precipitado y llevando a 2.0 ml con solu
cién salina. De esta solucidn se hicieron también dilucio
nes de 1:2 hasta 1:128 obteniéndose un titulo de 1:32, y
tomando en cuenta la primera dilucién hecha al precvipita-

do el titulo final fue 1:320.

L)
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a)

b)

c)

d)

.CONCLUSTONES

El método de Harris y colaboradores para purificar al

AgsHB es efectivamente un procedimiento muy satisfac-

torio y relativamente sencillo, que no requiere equipo
o material sofisticado o costoso.

La digestién de las proteinas séricas por medio de pep
sina fue completa en las condiciones experimentales -
utilizadas en €ste trabajo.

Las pruebas de contrainmunoelectroforesis indicaron -
que la estructura antigénica del AgsHB no fue alterada
por el tratamiento enzimtico.

Se demostrd que hubo un incremento substancial del ti-
tulo del AgsHB, de 40 veces, pasando de 1:8 en el mate

rial original a 1:320 en el producto final. .
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