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INTRODUCCION
1. ANTECEDENTES HISTORICOS

£1 descubrimiento del antigeno Australia y sus conseéuencias
se han convertido en una de las investigaciones clisicas de

la ciencia médica. Este se inicid como un estudio dirigido

al polimorfismo genético de las lipoprotefnas séricas humanas,
enfocado particularmente a la etnologfa del Sureste de Asia
(1). A mediados de la década de los sesentas, el Dr. Baruch
Blumberg comenzd un estudio enfocado 6acia las diferencias

antigénicas de las lipoprotefnas séricas, sin imaginarse que

su trabajo producirfa uno de los descubrimientos mis importantes,

en un campo en el que €1 nunca habfa incursionado y que ademés
por aquel entonces se encontraba estancado. Usando plasma y
sueros de pacientes politransfundidos como antisueros, el Dr.
Blumberg por medio de la doble difusién en agar, demostrd
arcos de precipitacidn formados entre estos antisueraos y
sueros humanos de diferentes orf{genes, as{, el suero de un
aborigen australiano fue capaz de producir arcos de precipita-
cléncon‘varios de los antisueros hemof{licos., Posteriormente
al intentar caracterizar esta proteina, se did cuenta de que
no correspondfa a una lipoprotefna como inicialmente se habfa
pensado y como este nuevo antigeno fue encontrado en un

aburfgen australiano se le puso el nombre provisional de

antf{geno Australia. (2) Intentando encontrar una singifi-




cacidén bioldgica a su descubrimiento, Blumberg y colaboradores,
encaminaron sus esfuerzos para ver si existfa alguna relacidn

con la leucemia humana (1).

Posteriormente, al estudiar la presencia del antfgeno Australia

en una poblacidn de pacientes con s{ndrome de Down, encontraron

que ademds de detectarse este antigeno con qran frecuencia,

su positividad correlacionaba con la hepatitis viral.

La relacidn entre antigeno Aﬁstralia y hepatitis, la did a
conocer Blumberg en 1967, sin embargo, existfan problemas
metodoldgicas qué.impedian establecer de manera categdrica

que el ant{qgeno Australia correspondiera como el agente
etioldgico de la hepatitis; los obstdculos eran los siguientes:
a) hasta la fecha ha sido imposible cultivar "in vitro" al
virus de la hepatitis; b) no existia un modelo animal en el
cual se pudiera reproducir la enfermedad (en la actualidad

se puede reproducir en chimpancé y mandril). _No obstante

los avances en la inmunologfa, como los llevados a cabo en
microscopf{a electrdnica, y posteriocrmente con la combinacion
de ambas fue como se pudo definir la primera entidad seroldgica
del virus de la hepatitis B8, lo que en la actualidad se

conoce como antf{geno de superficie de la hepatitis B.

En 1968 Alfred Prince, trabajando en el New York Blood Center

en la blsqueda de un marcador seroldgico para las sangres
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portadoras de hepatitis B y empleando también como fuente de
anticuerpos, sueros de personas politransfundidas. ’Siguié a
un grupo de pacientes recién transfundidos, haciéndoles chequeos -
dos veces por semana, con la esperanza de éoder estudiar la
enfermedad desde sus inicios. En el mismo afio (4) Prince
describid un antigeno al cual llamé antigeno de la hepatitis
sérica y did razones para creer que el antfgeno por &1 descrito
correspondia al ant{geno Australia descrito por Blumberg, lo

que posteriormente se confirmd (5).

En base a estos primeros descubrimientos, los conocimientos
acerca de la hepatitis viral tipo B se han incrementado
impresionantemente, tanto en su epidemiologfa, como en su
relacién con algunas entidades patoldgicas, tales como la

hepatitis crdnica activa y hepatitis cronica persistente.

Ademds el estudio del agente causal en cuanto a su composicidn
y caracteri{sticas biofisicas, ha permitido hacer aplicaciones"
tanto diagndsticas como en medicina preventiva disminuyéndose

notablemente la hepatitis postransfusional.



TERMINOLOGIA

€l informe del comité de expertos de 1la Organizacidn Mundial

de la Salud de 1977 propone la siguiente nomenclatura, bzsada

en los descubrimientos mds recientes. Propone eliminar las

letras a modo de subfndice, as{ por ejemplo, para el ant{genc

superficial de

lugar de AggHB.

VHB

AgsHB

AgcHB

AgeHB

la hepatitis B8 la abreviatura seria AgsHB en

HEPATITIS VIRAL TIPO 8.
Virus de la hepatitis Bs Virus de doble doble
cubierta de 42nm de diametro, conocido original

mente como particula de Dane.

Antfgeno de superficie de la hepatitis B: se
encuentra en la superficie.del virus y sobre la
particula esférica de 22nm de diametro y la
partfcula tubular de 22nm de diametro y longitud

variable.

Antfgano central de la hepatitis B: representa

la cubjerta interior del virus.

Antfgeno "e" de la hepatitis B: no se conoce

exactamente su localizacidn en las diferentes

entidades morfoldgicas del virus.



Anti-HBs

“Anti-HBc

Anti-HBe

Anticuerpo contra el antigeno de superficie

de la hepatitis B,

Anticuerpo contra el antigeno central de la

hepatitis8.

Anticuerpo contra el antigeno "e" de la

hepatitis B.



HEPATITIS VIRALES

a) CARACTERISTICAS CLINICAS.

Las hepatitis virales son enfermedades sistémicas que se desa

rrolian inicialmente en el hfgado y que en la mayoria de los
.casos corresponde a una de dos agentes plenamente reconocidos:
‘V1tus de la hepatitis A (hepatitis infecciosa o de periodo de

incubacidn corto) y el Virus de la hepatitis B (hepatitis sérica

o de pariodo de incubacidn largo).

Recientemente han aparecido numerosos reportes de hepatitis
debida a un tercer agente supuestamente viral conociéndose hasta
el momento como hepatitis no A no B.

La tabla )l presenta las caracter{sticas clinicas y epidemiold-

gicas de las hepatitis A y B.

Ambos agentes producen una caracteristica pero indistinguible
lesidn en el higado, la diferenciacidn clfnica es rara vez
concluyente, por la forma extremadamente diferente en que se
presenta la enfermedad, que puede ir desde una infeccidn asintoqé
tica con presenéia o no de ictericia hasta una hepatitis filmi-
nante y la muerte.

La fase prodromal o preictérica es frecuentemente caracterizada
por fatiga, malestar general, mialgias, sintomas de infeccidn en

las vias respiratorias superiores , asco al tabaco, erupcidn




maculopapular, artralgias, fiebre, diarreas, nauseas y vomito.
Esto es acﬁmpaﬁado de dolor en el cuadrante superior derecho del
abdomen, lo que esta asociado a la hepatomeaalia y a la aparicidn
de la ictericia, el diagndstico se confirma ademas de los datos
clinicos por la hiperbilirubinémia y la elevacidn de las tranza-
minasas. La hepatitis viral aguda dura un promedio de tres meses
si persiste por mds tiempo se le cataloga como crénice, los
pacientes que sufren hepatitis viral aguda por lo general se recu-

peran completamente.







b) HEPATITIS VIRAL TIPO B.

1) MORFOLOGIA,
Las part{culas circulantes asociadas con el virus de la hepatitis
8 (VHB) pertenecen por lo menos a tres cateqorias morfoldgicas
distintas:
i) particulas esféricas de didmetro medio de 22nm.
ii) partfculas tubulares de didmetro medio de 22nm y
longitud variable.
1ii) E1 VHB propiamente dicha, partfcula esférica de 42nm
de didmetro de doble cubjerta, en la parte central
contiene ADN y ADN-polimerasa, presentando hetero-
genicidad en el contenide de estos dos GUltimos
componentes.
VER FOTOGRAFIA 1.
2) ANTIGENO SUPERFICIAL DE LA HEPATITIS B.
Basdndose en estudios de inmunomicroscopfa electrdnica el AgsHB
existe en las tres categorias morfoldgicas antes mencionadas,
la capa externa del AgeHB mide 7nm y es antigénicamente idéntica
a las esferas de 22nm y a los tdbulos lo que indica que estas
dos partfculas representan un exceso de recubierta viral.
La particula de 22nm que estd asociada al AgsHB tiene una com-
pleja composicidn bioquimica, consta de 7 a 9 polipeptidos,
dos de los cuales son glucoproteinas y contienen colesterol, tres
lipidos polares y dos glucol{pidos.

Debe hacerse notar que la composicidn de aminodcidos del AgsHB

difiere marcadamente caon las de ottes virus animales (tabla 2y3).




CAHACTERISTICA.

HEPATITIS A,

HEPATITIS 8.

periddo de incubacién

15-50 dias

40-180 dias -

Tipo de inicio

Aqudo

Incidioso

Distribucudn por edad

Nifios y adultos jovenes

Todas las edades

Incidencia por estacidn

Otofio primavera

Todo el afo

Ruta de infeccidn

Principalmente fecal-oral

Principalmente parenteral

Ocurrencia virus/antigeno

Sanqgre Dias Meses-afos
Heces Semanas-meses Presente
Orina cnee Presente

Caracteristicas de lab.
Fiebre s38°C

Duracidn de elevacidn de
transaminasas

AgsHB=ANT] ~HBSs

Al principio

1-3 semanas

Menos comin

1-6 meses o mis

fresente
Inmunidad
Homdloga si si
Heterdloga no no

Duracidn Inmunidad

Probablemente toda la
vida

Probablemente toda la
vida

Terapia con Globulina

Efectiva

tfactiva

.UI
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TABLA 2. COMPOSICION QUIMICA DEL AgsHB.
COMPOSICION DE ANINOAZIDGS.

Lisina 1.7 + 0.4 mMoles/Mol de AgsHSB.
Histidina 0.6 + 0.2
Arginina 3.1 ¥ 0.5
Ac. Aspértico 5.3 + 0.3
Treonina 7.8 ¥ D.4
Serina 8.3 + 0.6
Ac. Glutdmico 5.6 + 0.6
Prolina 11.6 + 0.4
Glicina 7.7 + 0.4
Alanina 4,0 ¥ 0.4
Cistefna 4.8 ¥ 0.6
Valina 5.9 + 0.6
metionina 1.4 ¥ 0.6
Isoleucina 6.2 + 0.7
Leucina 16.7 + 0.5
Ti{rosina 1.1 + 0.7
fFenilalanina 8.0 =+ 0.6

TABLA 3 COMPOSICION DE LIPIDOS POLARES.

Fosfatidil colina 65%
Esfingomielina 30%
Isofosfatidilcolina 5%

Clicoesfingolipido -

A e At i e 4
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For otra parte, las preparaciones AgsHB altamente purificadas
y representadas principalmenﬁe por partfculas de 22nm presentan
un alto grado de heterogenicidad biof{sica en terminos de didmetro

peso molecular y carga total de las protefnas de su superficie (11).

El AgsHb es termoestable, preparaciones purificadas de éste
mantienen actividad antigénica después de calentarse 10 horas a
60°C (12), perog calentandose a 100°C por 10 minutos se elimina por

completo su afinidad por el anticuerpo.

3) ANTIGENG CENTRAL DE LA HEPATITIS 8.

.Las partf{culas del VHB se componen de una particula central de 27nm
de didmetro con una cubierta de 7nm de espesor. Tratando estas
particulas con detergente se logra separar la cubierta exterior

de 7nm de espesor que corresponde al AgsHB 'y el componente interior
de 27nm (13) que tiene caracteristicas antigénicas diferentes al
AgsHB y que corresponde al antfigeno central de la hepatitis B AgcHB,
el cual se localiza en hepatocitos de humano, chimpance y méndril

también se detecta en el suero de personas infectadas.

Se ha tratado de relacionar la infectividad de un suero AgcHB
positivo midiendo la proporcidn entre la actividad de la ADN=-poli-
merasa y el titulo de AgcHB (15), pero esta relacién no puede dar
idea de la infectividad real del suero por la existencia de part{-
culas de virus incompletas en su contenido de ADN y ADN=-polimerasa

1o cualrpuede dar una particula con ADN-polimerasa y con DN incom
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pletos o carente en alguno de los dos, las cuales no pueden dar

un valot fidedigno de infectividad. (9,14).

4) ANTIGEND "e" DE LA HEPATITIS B.

El ant{geno de la hepatitis B del que se tiene menos informacidn

es el antfgeno "e", que fué descrito inicialmente en 1972 (17) como
un nuevo sistéma antfgeno-anticuerpo presente en casos agudos de
hepatitis B y en portéﬁores crénicos de AgsHB. E1 antfgeno "e" ha
sido sido caracterizado por varios autores como un dimero de 1gG

o al parecer relacionado estructuralmeﬁte con esta inmunoglobulina
(18). Se ha sugerido también que el antfgeno "e" representa un
determinante idiotf{pico localizado en la subclase 4 de la IgG (19),
por otro lado se ha presentado evidencia de que el ant{geno "e"
esta asociado a la isoenzima 5 de la lactato deshidrogenasa (20).
Con este antigeno si se ha podido determinar la infecciosidad de

uh suero ya que en portadores sanos existe Anti-HBe y no se detecta
ADN=-polimerasa, siendo que en pacientes cronicos no se detecta ni
antigeno "e" ni su correspondiente anticuerpo en cambio si se ha
logrado detectar actividad de ADN-polomerasa.

La deteccidn de este antf{geno se hace principalmente por la técnica
de doble difusidn en agar, pero recientemente se ha utilizado el
radioinmunoensayo (16) en el cual se hace destacar la importancia
que puede revestir la deteccidn de este antf{oeno y su anticuerpo

en portadores cronicos de AgsHB asi como en pacientes con hepatitis

cronica activa y hepatitis crénica persistente.
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En la tabla 4 se presenta un resdmen de los antfgenos de las hepat}

tis virales.

.

5) SUBDETERMINANTES DEL ANTIGEND SUPERFICIAL DE LA HEPATITIS B.

El AgsHB lleva un determinante comin "a" y varios subdeterminantes
principales determinados por el genoma del virus y no por el huésped,
Los determinantes pueden ponerce de manifiesto por la proyrccidn de
lineas de no identidad rn la prueba de doble inmunodifusidn con los
reactivos adecuados. Se han identificado 8 grupos distintos y dos
orupos mixtos de subtipos (21), consisten de varias conbinaciones

de los determinantes "y", "d" e "y", "r". Ademds otras variantes se
describian originalmente como relacionadas con el determinante comdn
“"a" pero es mids exsacto designar como variantes de la especificidad

"w" puesto gque siempre se comporta camo alelaos de "r", los 10 grupos

son los siguientes.

1 aywl (ayyw) 6 adw? (abdw)
f ayw? (a%yw) g adwé (8dw)
3 ayw3 (a%yw) 8 adr

4 ayws (azyw) 9 aduy

5 ayr 10 adyr

Los determinantes principales se comportan como si comprendieran
dos grupos alélicos "d" e "y" de una parte y wl, w2, w3, w4 y "r"

de la otra, sin embargo, es posible que estos sistémas no sean

‘completamente independientes, puesto que dos de las 4 variantes "w"



titis A AgHA

VIRUS ANTIGENO ENTIPADES MORFOLOGICAS Y SU RELACION ANTICUERPO.
CON EL VIRUS
Hepatitis B Antigeno de super | Esferas de 22nm (exceso de cubierta vi-
’ ficie de la hepati | ral) tubulos de 22nm de di&metro y lon- Anti-HBs
tis B. AgsHB. gitud variable. Cubierta de la particula
42nm (particula de Dane ).
Antigeno central Partfcula de 27nm dentro de la particula| , .. un.
AgcHB de Dane.
Antigeno e Relacionado con el AgsHB en la partfcula| Anti-HBe
de 27nm.
' !
Hepatitis A Antfgeno de la hepa] Particula de 27nm, Anti-HA %

No A, No B.

No identificado

No identificado

No identifica
do.

*st
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(allados con "y") se han podide encontrar con "d".
Los grupos mixtos de subtipos son raros y es posible que resulten de
' una mezcla fenotipica o genotipica de los determinantes en el

curso de una infeceidn simultdnea de dos virus con diferente geno-
tipo. También se han descrito otras especificidades del AgsHB

tales comp "g", "x", "f", wt", "j", *n" y "h", pero pero no se han 2
comprobado por medio de buenas y necesarias comparaciones serold-
gicas. &
Por lo que toca al antigeno "e" se han encontrado dos serotipos

d;fetentes designados AgeHBl y AgeHBZ.. o

s e NN T NSt T e

AR B R 4
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METODOS_DE PURIFICACION DE_AgsHB.

La purificacidn y caracterizacidén de las distintas categorias
morfoldqgicas delVHB es el primer requerimiento para el entendi-
miento de la naturaleza, origen e infectividad del mismo, asi

como para el desarrpllo de técnicas seroldgicas para su deteccidn.

Como el antigeno mds abundante en la infeccidn por VHB es el AgsHB
el cual estd presente en las tres categorias morfoldgicas del
virus, resulta ser el marcador antigénico ideal para la deteccidm
de la enfermedad. Por lo tanto se ha desarrollado una amplia
variedad de métodos para su purificacicén, principalmente de las
particulas de 22nm compuestas dnicamente por AgsHB,

A continuacign se hara una breve descripcidn de los principales

métodos usados en la purificacidn del AgsHS8.

1) ULTHRACENTRIFUGACION (22, 23, 24.)

Esta técnica tiene una gran limitacidn por lo costoso y especializado
del equipo que se requiere, y por lo tantoc no es aplicable como un
método generalizado de purificacidn de AgsHB, ademds de que por

este método no es posible eliminar completamente las protefnas
séricas que se encuentran unidas al AqsHB, a menos que exista

una prepurificacidn o tratamiento especial para eliminarlas, en si

la técnica es efeciente cuando se usan preparaciones semipurificadas
de AgsHB.
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Pero no cuando se efectua la purificacién directa a partir de

suero enteroc, a menos que se hagan reciclajes de el mismo en
gradientes de cloruro de cesio.

Brevemente, la técnica consta de dos ciclos de bandeo isopicnice

en cloruro de cesio seguido por una sedimentecidn zonal en zacarosa
y finalmente un Jltimo bandeo bandeo isopficnico en cloruro de cesio
(22), con este método se obtienen preparaciones altamente purifi-

cadas de particulas de 22nm de AgsHB.

2) INMUNDADSORCION

L.B. Howen y colaboradores (25) describen una completa separacidn
del AgsHB de proteinas séricas humanas usando dos tipos de inmuno-
adsorbente, la primera inmunoadsorcidn se lleva acabo con Anti-HBs
unido covalentemente a Sepharosa (Polimero de agarosa) y la segun-
da Anti-suero normal humano unido también a Sepharosa, estos dos
pasos fueron necesarios ya qué las preparaciones obtenidas por
elucidn AgsHB del primer inmunoadseorbente todavia contenian grandes
cantidades de protei{nas séricas humanas. Grabow (26) y Jozwiak (27)
reportan preparaciones de AgsHB libres de proteinas séricas a partir
de un solo inmunoadsorbente, la discrepancia entre ellos y Howen

tal vez se deba a la sencibilidad de las técnicas usadas para la
deteccidn de las protefnas séricas que fueron hemaglutinacién por
parte de Houwen que es una técnica mucho mis sencible que la
inmunodifusidn, técnica utilizada por Grabow y Jozwiak.

Esta técnica es demasiado elaborada, ademds de que los reactivos

tienen una vida media de utilizacidn muy corta y por lo tanto su

costo resulta elevado, por otro lado no se puede aplicar a gran



escala.

3) CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

A.R, Neurath (28) describe un método basado en las observaciones
de Cowly (29) que indica que la concanavalina A precipita parcial-
mente al AgsHB, y sugiere la utilizacidn de esta ;aracteristica
para ser utilizada como un paso en la purificacidn de AqsHB.

Con este método se obtienen preparaciones que contienen aparte de
AgsHB varias proteinas séricas, principalmente: IgM, 1gA, alfa 1l
antitripsina, alfa 2 macroglobulina, haptoglobina, ceruloplasmina
y componentes del complemento que representan el 15% del total de
las proteinas de las que se partio y el porcentaje de antigeno
recuperado no supera el 30%. El uso de columnas de afinidad (canca-
navalina A-Sepharosa) o precipitacion directa con concanavalina A
no es un factor determinante pues con las dos se obtienen los mis-
mos resultados. Por otro lado se requiere de técnicas auxiliares
para llegar a una purificacion mds completa, en fin, la técnica

no ofrece ventajas en lo que se refiere a tiempo, material,'costo

y rendimiento.

4) PRECIPITACION.

Las técnicas de precipitacién han sido las mis desarrolladas GOltima
ménte pues son susceptibles de aplicacidn a gran escaia, su costo
es reletivamente bajo y su rendimiento es siempre mayor al S50%
(27-30).

Recientemente la combinacidn de la cromatografia en gel y la preci-
pitacidn principalmente con polietilen glicol 6,000 han dado paso



a la produccidn masiva de vacunas para hepatitis viral tipo B (28,30)
En este trabajo se describe un método simple de dos pascs para la
purificacidn de AgsHB haciendo una combinacién de las técnicas de
precipitacidn y ccomatograf{a en gel utilizando un minimo de
,edqipo y material con el fin de obtener pequefias cantidades de
AgsHB altamente purificado para su uso en estudios de caracteri-

2acidn y produccidn de sueros monoespec{ficos para la deteccidn

del mismo.
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MATERIAL Y METODOS
Materiales Bioldaicos.

Fuente de AgsHB.

El AgsHB8fue purificado a partir de unidades de sangre de
donadores profesionales aparentsmente sanos, cbtenidos en la
seccidn de Histocompatibilidad del Laboratorioc Clinico del
Centro Hospitalario 20 de Noviembre 1.5.5.5.T.E.

Fuente de Anti-HBs

Se obtuvo a partir de unidades de sangres de donadores profe-
siocnales y de pacientes en tratamiento de hemodialisis de la
Seccidn de Histocompatibilidad del C. H., 20 de Noviembre
1.5.5.5.T,E.

Anti-Suero noraml humana de cabra

Suero humano AgsHBpositivo (control) Lab. Hoech.

Esténdar de protefnas “"LABTROL" 6.5 mg/100 ml.
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DETERMINACION DE PROTEINAS

Método semi-micro de Lowry (44).

La cuantificacidn de proteimas por medio del reactivo de Folin-
Ciocalteu (a base de fenol) depende sobre el contenido de §
tirosina y triptofano de la muestra, por lo tanto el esténdar y

la muestra que se usen deberdn ser lo mis parecidos que se

pueda., Para esta técnica se usd el estdndar de protefnas

Ltabtrol (DADE). s

MATERIALES

- Gradillas
- Tubos de ensaye

- Bafio Maria 50° C

- Espectrofotametro

Solucidn A: 2 gramos de tartrato de sodio y potasio y 100gr §
de carbonato de sodio se disuelven en 500 ml de Nagh IN y se

lleva un litro con agua destilada.

Solucion B: 2 Aramos de tartrato de sodio y potasio y un
gramo de sulfato de cobre pentahidratado disueltos en 90 ml de

agua destilada mds 10 ml de NaDH 1N,

Solucién C. Reactivo de Folin-Ciocalteu (SIGMA DE MEXICO),
dilufdo 1/18.

método: Se prepara una serie de tubos numerados y los
reactivos se afaden como lo indica el cuadro siguiente.

e B i e i T
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CONTRINMUNOELECTROFORESIS, INMUNOELECTROFORESIS

PREPARACION Ot AGAR

material:

Pipetas Pasteur

Pipetas ssrologicas 2.5 y 10 ml

Vasos de precipitados 150 ml.

Placas de pldstico 8.4 X 5.6 X 0.3 cm. (tapas de cajas de
Terasakt FALCON)

Tubos capilares (DADE)

Agar noble (DIFCG)

Solucidn de azul de bromofenol 0.05%

Buffer Barbituratos pH 8.6

Barbiturato de sodio g.1 m 500.5ml
Acido clorh{drico 0.1 N 149,.Sml
Agua destilada 350 ml

Solucidn salina fisioldgica
Na Cl 9.0 gor )
W20 1.0 litros

Solucién de rojo de Ponceau al 0.05% en Acido tricloroacético
al 5%

CAmara de electroforesis (THOMAS INSTRUMENTS)
Fuente de poder (GELMAN INSTRUMENTS)
Perforadores de agar (GELMAN INSTRUMENTS)

Bomba de vacf{o
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PREPARACION DE AGAR AL 1%

a) En un vaso de precipitadcs se solocan 50 ml de agua destilada,
se afiade un gramo de agar noble DIFCIl, se calienta en bafio marfa

con agitacidn constante hasta gque el agar se sisuelva completa-

mente.

b) Se deja gelificar el agar en el mismo vaso, después de lo
cual, se saca el blogque y se parte en cuadros pequefios, éstos
se devuelven al vasop, el cual se tapa con una gasea y se pone
bajo el chorro de agua corriente por toda 1a noche con el fin

de.lavar el agar.

c)Se elimina del vasc la mayor cantidad de agua que sea posible
y se afaden 50 ml de buffer de barbituratos y se calienta a
fuego lento hasta que funda el agar eviatando la ebullicidn, o
si se prefiere se puede fundir en bafo marfa. Las pérdidas

por evaporacidn se reponen con el mismo buffer. Por Gltimo

se afiade mertiolate a una concentracidn final de 1/10,000.

- d) Se llenan las cajas de pldstico que deben estar limpias y

desengrasadas, afiadiendo el suficients agar para formar una
capa de 3 mm de espesor. Esta operacidn se lleva a cabo sobre

una table nivelads.

e) Las placas se guardan en un recipiente himedo a 4® C, hasta

su utilizacién.
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CONTRAINMUNOELECTROF URESIS (Principio)

La técnica de contrainmunoelectrofdresis (CIEF) representa una
_variante de la inmunodifusidn simple de QutCherlony con do$ 7
ventajas:

a) Incrementa la concentracidn de los reactivos en el site de
precipitacidn. El AgsHB se mueve en la zona de las alfa 2
olobulinas: el cuerpo se mueve en la direccidn contraria con

la fraccidn gamma, asi ninguno de lps reactivos sufre disminucidn

de su concentracidn, aumentdndose de esta manera la sensibilidad.

b). La movilidad de antigeno y anticuerpo bajo el influjo de 1la
corriente eléctrica hace que la técnica se lleve a cabo en un
tiempo midximo de dos horas. La formacidn de la banda de
precipitacidn ocurre de manera similar gque en la difusidn simple.
El método se basa en el principio de que el AgsHB a un pH
alcalino se encuentra cargado negativamente y migra hacia el
dnodo en la electrofdresis, por lo contrario los antjcuerpos
(gmmaglobulinas) a pH de 8.6 se hallan cerca de su punto
isoeléctrico y por lo tanto tienen wuna débil carga megativa y
tiencen a moverse hacia el cdtodo debido a formas endosméticas
provocadas principalmente por los contaminantes de agaropectina

que contiene el agar.

FROCEDIMIENTD CIEF

a) Se sacan las placas necesarias del refrigerador y se exponen
al aire 5 minutos para eliminar el agua residual, después de



perforar las placas como lo indican los dibujos de la pégina
siguiente, dependiendo de la muestra con que se esté trabajando.
La forma A es para detectar AgsHBy Anti-HBs al mismo tiempo en
suorb y la forma B es para titular sueros, muestraas procesadas

y fracciones de craomatografia, los reactivos se colocan como

lo indican los dibujos.

b) Se coloca la placa en la cdmera de electrofdreais y se cierra

‘el circuito con tiras de fieltro unidas a los extremos de la

placa.
c) Aplicar las muestras y antisueros.

d) Correr la electrofdéresis a 15 mA aproximadamente una hora

para obtener un buen desarrollo de bandas.

@) Leer resultados y dejar lavando la placa en solucién salina

por toda la noche, al dfa siguiente confirmar resultados.
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INMUNOELECTROFORESIS (Principio)

La inmunoelectroforesis es una técnica por medio de la cual se
estudian sistemas ant{geno-anticuerpo, estd basada en dos

propiedades:

a) La habilidad de un sistemas anfigeno-anticuerpo para formar

bandas de precipitacidn en el gel de agar, y

b) La movilidad caracterf{stica que presenta una protefna dada
cuando es sometida a la accidn de una corrjente eléctrica, la
ﬁécnica ha demostrado ser Gtil para detectar e identificar
componentes individuales de sistemas multiproteicos, monitorear
la eficacia de sistemas de purificacidn y también para reconocer
prote{nas isotf{picas en ciertos estados patoldgicos de fluidos

proteicos humanos.

PROCEDIMIENTO (IEF)

a) Se sacan las placas necesarias del refrigerador y se exponen
5 minutos al ambjiente para gue se evapore el agua residual

después se perfora el gel con el perforador adecuado.

b) Colocar la placa en la cémara de electroféresis y cerrar

el circuito con las tiras de fieltro.

¢) Colocar las muestras en los orificios correspondientes (ya

mezcladas con azul de bromofenol).

d) Correr la electroforesis a 15mA por placa por una hora.
e) Retirar las placas de la cémara de electroforesis y desalojar

|
3
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el agar del canal central, el cual se llena con el antisuero
deseado .

f) La placa se coloca en una camara himeda a temperatura ambiénte
por 25 horas para que las bandas de precipitacion se dessrrollen a
su miximo.

g) Después la placa con snlucidn salina fisicldaica la cual se
debe cambiar constantemente, una vez lavada la placa se coloca
sobre ésta un papel filtro y se deja secar completamentes.

h) Ya que la placa esta seca se afiaden 5ml de una solucidn de
ri jo de Ponceau en 8cido tricloroacético al s%, dejandoée tedir
la pelicula de agar por tres minutos, después de lo cual se lava
la pelicula varias veces con 4cido acético al 5% hasta que el
colorante se elimine, se coloca un papel filtro sobre la pelicula
y se deja secar nusvamente, la pelicula se recupera con cinta

adhesiva transparente,




CROMATOGRAFIA EN GEL (Principio).

Una de las mds utiles y poderesas herramienteas para la separacidn
de protef{nas en base a su peso molecular, es la cromatografia

en gel, también llamada cromatografia de exclucién molecular,
filtracidn en gel y cromatoqg afia de tamizado molecular.

En la cromatografia en gel la mezcla de proteinas disuelta en

el amortiguador apropiado se deja fluir por gravedad o por medio

de bombas peristalticas atraves de una columna empacada con
diminutas esferas de un material inherte altamente polimerizado

e hidrofilico que ha sido previamente lavado y equilibrado con

el Qmortiguador, los materiales mids cominmente usados para este
tipo de cromatografias son el Sephadex (polimero de dextran),
Biogel (polimero de acrilamida), Shepharosa (polimero de agarosa)

y Ultrogel (acrilamida y agarosa). Todas las anteriores pueden
prepararce con diferentes grados de porosidad interna, en la columna
las proteinas de.bajo peso molecular penetran al interjor de

las esferas y asi viajan atraves de la columna con diferentes

. velocidades dependiendo por supuesto de su peso molecular, las
proteinas de alto peso molecular no penetran en las esferas

por lo tanto se dice que son exclufdas y permanecen en el volimsn
de exclucidén de la columna definido como el volimen de la fase

acuosa fuera de las esferas.

PROCEDIMIENTO.

El procedimiento que se siquio es el recomendado por el fabricante
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a) TRATAMIENTO PREELIMINAR DEL GEL.

Comercialmente el Ultrogel se presenta en forma hidratada,

por lo que se trata en f8rma un poco diferente 3 los demés
geles que bienen en forma deshidratada, primero se calcula el
volimen de la columna multiplicando el area de su base por la
altura que se le gquiera dar a la columna, siendo el area de la
base de 4,9cm? y la altura de 70cm por lotanto el volimen de gel
requerido es de 343cm3 pero se toman 350 para compensar las
perdidas por manejo.

b) Agitar suavemente el frasco conteniendo el ulérogel hasﬁa
qQue este pueda gservirce en un matraz Erlenmeyer o preferentemente
Kitazato.

c) Afadir 250ml de SSA y resuspender el gel completaments ,
conectar el kitazato a una bomba de vacio y deaerear el gel

por 30min. con agitacidn continua.

d) Montar la columna verticalmentse, conectar el enzamblador
final 10cm arriba de la bass de la columna cerrando la via ‘de
salida, afadir el gel a la columna con la ayuda de un agitador
de vidrio para evitar la formacidn de burbujas, una vez qﬁe la
columna este llena se habre la via de salida o se conecta la
bomba peristdltica, ajustando el flujo a 15ml por hora.

Este procedimiento se repite hastaique la columna alcanse la
altura deseada. |

e) Ya que el gel esta empacado se conecta el adaptador de flujo

en la parte superior de la columna y este a su vez se.conecta

con el reservorio de SSA, la cual debe ser deaereada.
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f) La columna se tiene que equilibrar por lo menos con un litro
de 5SA al al flujo con el cual se correrd 1a cromatografia.

q) Colocacidén de la muestra. El volumen de la muestra que sera

aplicada se determina en base al volumen total del gel, y como

reqla para gbtener una buena resolucidn el volumen de la myestra
tendra que ser de 0.5% a 4.0% del volumen total del gel..
La muestra se coloca de la siguiente manera.

1) Desconectar el adaptador de flujo.

2) Retirar el amortiguador de la parte superior
del gel sin remover este.

3)Colocar la muestra con una pipeta Pastaeur, sin
remover el gel, y esperar a que la mustra entre
completamente a éste.

4) Afadir amortiguador sobre la parte superior del
gel hasta una altura de Scm y colocar de nuevo
el adaptador de flujo.

h) Desarrollo de la cromatograffa. La via de salida columne

se comecta al colector de fracciones, recogiéndose fracciones
de 5ml las cuales se leen en cubetas de lcm de paso de luz y a
280nm de longitud de onda en sl espectrfotdmetro graficandose

los resultados en densidad aptica contra volumen eluido de la

columna (36,43).
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PRINCIPIDS DEL METODO.

La precipitacidn selectiva de protefnas espec{ficas a partir
fluidos biocldgicaos heterogéneos es una importante y valiosa
técnica en muchos procedimientos de purificacién bioquimica.
En el presente los precipitantes méds comunmente usados son,
sales inorgdnicas tales como los sulfatos de sodio y amonio,
y solventes orqgdnicos como el etan2)!. Las tienen carencia de
selectividad y los sequndos requieren estrictos caontroles de
temperatura y pH (37).

La pfecipitacién de protefnas con polimeros solubles en agua
tales como el polietilén glicol, polipropilén glicol, polivinil
pirrolidona y dextranes ha sido reportada por varios autores.
Polson (34) concluyd que el polietilén glicol (PEG) de peso
molecular 6000 era el precipitante mds Gtil para uso general
ya que sus soluciones son facilmente manejables y no causa
desnaturalizacidn de las proteinas, aunque la precipitacidn
con PEC es dependiente del pH el control de la temperatura y
fuerza idénica resultan innecesarios. ‘
Se ha descrito que la precipitacidn con PEGC es estrictamente
reversible (39) y que el polimero es fdcilmente removiblr por
filtracidn en gel o cromatograffa de intercambio idnico.
También se ha presentado alguna informacidn cuantitativa sobre
la precipitacidn con PEGC de varias prote{nas plasmiticas, los
datos concuerdan con lo presentado por Laurents (40,41), el

cual indica que las proteinas de pesc molecular alto son las

que precipitan primero.

T T T T i s fe s




Lo mencionado anteriormente es lo que se toma como base en

este trabajo, el proposito es eliminar las protefnas de alteo peso
molecular del suero y luego pasar el sobrénadante resultante

pdr una columna de gel que sea capaz de separar las proteinas re
relativamente grandes que permanecen en éste, as{ como el AgsHB.
E1 gel usado en este estudio tiene un rango de exclusidn de
100,000 daltons, Chenbaro (37) y Eiarss (28) desériben que

unas concentraciones de PEGC de 5 y 5,5 respectivamente son
capaces de precipitar las lipoprotefnas en su totalidad, las
cuales tienen un peso molecular de 3,208,000. daltons, asi como
una buena parte de la Igm (1,000,000.) y la alfa 2 macroglobulina
(820,000.). Como se puede aprciar estas dos (ltimas prote{nas
tienen un peso molecular que estd dentro del rango efectivo de
separacidn del gel. Por lo tanto la hipotesis planteada fué
Precipitar las proteinas de alto peso molecular con PEC a una
concentracién de 5.5% y pasar el sobrenadante por 1a columna

de gel para asi obtener AgsHB con un grado de pureza aceptable,
utilizando un mfnimo de equipo y tiempo para su desarrollo.

En cada paso de la purificacidn se hacen prurbas de control

las cuales son; Contrainmunoelectroforesis CIEF, Inmunoelectro-

foresis JEF, y Electroforesis en gel de acrilamida EGA.




DISEND EXPERIMENTAL.

Los sueros AgsHB positivos se titulan por medio de CIEF uséndose
soclamente aquellos con un titulo mayor de 1/16. A los sueros
escogidos se les determina proteina por medio de la técnica semi-
micro de Lowry.

Se toman 10ml de suero y se dializan exhaustivamente contra SSA,
si hay precipitado se retira paor centrifugacidn,

Se afiade una solucidn de PEG al 40% al suero hasta alcanzar una
concentracidon final del 5.5%, la solucién se mantiene a 4°C por
dos horas (27,28).

£}l precipitado formado se sediment? por centrifugacidn a 4,550xqg
y se descarta después del analisis de las protefnas precipitadas
por medio de IEF y £GA, ademas de la determinacidn cuantitativa
de proteinas.

El sobrenadante se dializa contraSSA para eliminar la mayor
cantidad posible de PEG y as{ facilitar la separacion de las
proteinas en la cromatografia (37), tambien se analisa este
sobrenadante por medio de CIEF, 1EF,; ECA y determinacidn de
proteinas.

La muestra se coloca en la columna de cromatografia empacada

con Ultrogel AcA 22 y se corre a un flujo de 15ml/hora, colectan
dose fracciones de 5.3ml , las fracciones positivas a AgsHB

se unen y se concentran con FEG 20,000.

La preparacidn concentrada se analiza por medio de CIEF,IEF

y EGQ.
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RESULTADOS .

Se trabajé con dos diferentes sueros AgsHB positivos, una vez
gue se comfirmb la presencia del ant{geno los sueros fueron

tratados como sique;

Se tomaron 1l0ml de cada suero y se dializaron contra dos cambjos
de un litro de SSA para equilibrar el pH a 7.2 , después de la
dialisis se determinoc la concentracidn de prote{nas a cada

suero dando como resultado lo siguiente;

Suero 1 (S1) 65.16ma/ml Suero 2 (52) 69.lmg/ml.

- £1 t{tulo de cada suero se determing pof ClEF siendo para Sl

de 1/16 y para 52 1/32,

Precipitacidn con PEG, a cada 10ml de suero se afiadieron 1.65ml
de una solucidén de PEG al 40%, lo suficiente para alcanzar una
concentracidn de PEGC de 5.5% en la muestra ( toda la operacidn
se llevo acabo en tubos cdnicos de centrifuga de 15ml de capacidad)
después de la adicidn de BEG los tubos se taparon con parafilm

y se agitaron suavemente para homogenizar la formacidn de preci-
pitado, después de lo cual se mantuvieron en refrigeracidn por
dos horas.

Después da lo anterior el precipitado formado se sedimentd
centrlfugéndo los tubos a 4,550xg por 15 minutos a temperatura
ambiente. Se ass separo el precipitado y el sobrenadante, resus-
pendiendo el primero en 561 de S5SA, tanto los precipitados como

los sobrenadantes obtenidos se colocaron en bolsas de dialisis
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y se dializaron contra dos cambios de un litro de SSA, después
de lo cual se les determind protefnas y titulo por CIEF, los

resultados se esquematizan en el cuadro siguiente.

MUESTRA 51 s2
froteina

sobrenadantse 42,.9mg/ml 48 .16mg/ml

% de proteina 75.1% ‘ 77.70%
Proteina 4
precipitado - 29.06mg/ml 30.22imng/m]

% de proteina ©23.3% . 21.86mg/ml
Titule .

sobrenadante 1/16 1/32
Titulo "

precipitado 1/2 1/4

£l aspecto del suero cambia considerablemente al momente de

la precipitacidn torné&ndose amarillenta, después de la centrifu-
gaci&h el sobrenadante queda de un color amarrillo claro y se
pierde por completo la opalesencia que presenta el suero completo
el precipitado gueda de un aspecto lechoso fiacilmente resus~
pendible en S55A y con un aumento considerable de su viscosidad

la cual se pierde después de la dialisis, aunque el aspecto lecho-

so se mantiene.




ANALISIS INMUNOELECTROFORETICO DE PRECIPITADOS Y SOBRENADANTES.
Los resultados proporcionados por la IEF con cada una de las
muestras trabajadas concuerda con la hipotesis de Laurents(40,41)
pues resulta claro quallas prote{nas de alto peso molecular

del suero precipitan primero cuando este es tratado con PEG

al 5.54. Los patronas inmunoelectroforeticos obtenidos para cada
precipitado muestran principalmente bandas que cﬁrrespondan a
las proteinas de alto peso molecular como lo son las beta lipo-
proteinas, Igh y alfa 2 macroglobulina ademés de 1gG y otras
protefnas de bajo peso molecular, Los resultades fueron iguqles
para los dos sueros usados. f

Por otro lado el porcentaje de AgsHB que precipita es sumamente
bajo y no afecta en gran manera al rendimiento final ya que como

sa verd mids adelante la pérdida por desnaturalizacion es mayor.

Ver dibujo 1
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£l patron inmunoelectroforetico de los sobrenadantes carece

por completo de la banda correspondiente a las Beta lipoprote{nas
'adeﬁés de que la banda de IgM decrece notablemente en intencidad
gin émbargo se obseva gque la banda correspondiente a la alfa 2.
macroglobulina casi no cambia con relacidn al suero completo, sin
embarqo esto no interfiere en el segundo paso de purificacidn
puas su peso molecular cae dentro del rango de fraccionamiento
del gel usado 1o mismo que la pequefia proporcidn de IgM gue

permanece en el sobrenadante.

Ei factor de purificacidén que se obtiene en este primer paso
concuerda en cierta manera con lo descrito por Vnek (31), el cual
es de 1.23 y ademé&s el tftulo del sobrenadante se mantiene igual
al del suero lo que indica que no hay pérdida o deanaturalizacién

importantes de AgsHB en este primer paso del brocedimianto.

ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA.

La electroforesis en gel de acr lamida presenta los mismos
resultados que la inmunoelectroforesis, demostrandose la elimi-
nacién de las beta lipoproteinas en el sobrenadante, ademds por
esta técnica se pudo demostrar que la proporcidén de alfa 2 macro-

globulina es mucho magor. en el precipitado que en el sobrenadante.

‘
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CROMATOGRAFIA EN GEL.

Se siquio el procedimiento descrito anteriormente, el volumen

de la muestra colocada en cada corrida fué de 11.4 y 11.5ml1 para
S1 yS2 respectivamente (sobrenadantes), las condiciones fueron:
flujo 15ml/hora, fraccidn Sml a temperatura ambiente.

£l dibujo siguiente muestra las graficas obtenidas para cada una

de las muestras, la parte sombreada representa el AgsHB.
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Como se puede apreciar en lag graficas hay una buena resolucidn
de los componentes del sobrenadante. La posicidn del AgsHB es la
eapefada y no se encontro AgsHB en ninguna de las demas fracciones
lo que indica que su estructura se mantuvo, el resultado concuerda

con la hipétesis hecha pues el AgsHB supera el rango de fracciona-
miento del gel pues su peso molecular es de 33800, 000.
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Las fracciones positivas a AgsHB se juntaron haciendo un

volumen aproximado de 35ml el cual se concentro con PEG

20,000. hasta 1.9m1 y 1.6 para Sl y 52 respectivamente,

Por medio de I1EF no fué posible detectar proteinas séricas ‘
humanas en las preparaciones concentradas los resultados se S %

esquematizan en el dibujo siguiente.
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Por medio de la electrofora:is én gel de acrilamida se detecta- !
ron solamente trazas de albumina, esto fue posible solo despues
de concentrar la muestra mds de 50 veces, estos datos concuerdan
por los reportados por F. Barin (33), los resultados fueron
iguales para los dos sueros.

En la tabla 5 se presentan los resultados generales obtenidos

en este trabajo.




- RESULTADOS  TABLA 5.

MUESTRA CIEF  PROTEINA 3 mg/ml VOL. ACTIVIDAD FACTOR DE RENDIMIENTO
} . ESPECIFICA PURIFICACION '
sl 1/16 106 54.3 12 0.184 - - 100
Sobrenadante . .
preacipitacibn | 1/16 75.1 42.9 11.4 0.372 2.02 - 95.0-
PEG 0.5% ) SO
Precipitador Ll NS R
Precipitacién | 1/2 223 %17+:29,06 5 0.08 0.364
Sl Jec : : ,
Pool Columna |1/32 0.29 0,99 1.9 32,34 351.32 31,6
s2 - 1/32 - ~-100 59.33 11.65 0.539 - - ‘100
Sobrenadante : o .
precipitacién |1/32 - . 77.70 48.16 11.15 0.664 1.23 95,70
PEG 5.5% i -
Precipitado . . .
Precipitacién |1/4 21.56 ©-30.22 5.0 " 0,132 0.244 5.36
S loes ' :
Pool Columna |[1/128 0.31 1.34 |~ 1.6 98.87 179.72 54.93
Actividad Especifica = 1/2 vol. muestra/ total mg de proteina.

Factor de purificacifn = Actividad Espectfica muestra/ac especifica suero,

Rendimiento = (1/x vol. muestra /1/X vol. suero) x 100
1/x= Tftulo CIEF.
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43.

CONCLUCIONES.,

No obstante los avances en el conocimiento de la hepatitis 8,

de ninguna manera se puede decir que se halla llegado a un

nivel de conocimientos mediante los cuales se pueda e jercer

un contrpl efectivo sobre la enfermedad, sin embargo, se ha
loorado disminuir significativamente su incidencia, principal-
mente en lo que respecta a hepatitis B postransfucional.
Ultimamente se ha desarrollado una vacuna (33) contra la hepa-
titis B 1o que representa un significante logro en lo que toca

a su prevencidn, pero estas no se encuentran disponibles en las
cantidédes necesarias para su utilizacidn en masa, principal-
mente debido a problemas metodoldgicos. £l problema metodold-
oico se refiere a la necesidad de un método de purificacian

que no sea tan sofisticado en su desarrollo y que no requiera
equipo costoso y especializado, como es el caso de algunos métodas
mencionados en el capitulotd4. Por otro lado no ha sido posible
obtener preparaciones completamente puras de AgsHB, o sea sin
proteinas plasmaticas contaminantes, lo que resulta indispensable
para producir vacunas y y realizar estudios basicos sobre el virus.
Las técnicas de purificacién que han dado mejores resultados han
sido las de precipitacidn y cromatooraffa en gel. La metodologfa
que se usd en este trabajo permite una répida y satisfactoria recu-
peracidn de AgsHB a partir de donadores aparentemente sancs.

La principal caracteristica del método es la de eliminar en el
primer paso los constituyentes séricos que usualmente se encuen-

tran en las preparaciones purificadas de de AgsH8, en particular
las betalipoproteinas, lgMm y alfa 2 macroglobulina, estas dos




dltimas son eliminadas completamente en la segunda fase del

método descrito, y que corresponde a la cromatografia en gel.

La recuperacion de AgsHB fue hasta de un 544 que en comparaciém
con los métodos de centrifugacidn y cromatografia de afinidad

resulta ventajosa. Ademds de que el equipo y material requeridos
no fueron un factor limitante y por lo mismo el método es sus-

ceptible de aplicacidn a gran escala.

La pureza del material obtenido es comparable con la reportada
para métodos semejantes (afinidad y centrifugacidn) (33) pues
se detectan contaminantes en minima proporcién (albumina) y solo

después de gue la preparacidm final se concentroc mis de 50 veces

£1 principal objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un
método practico para la purificacién de AgsHB, ya sea para su
uso en el desarrollo de técnicas de deteccidn, las cuales vayan
mds de acuerdo con las posibilidades técnicas y econdmicas de
cualquier laboratorio clinico, con el minimo de equipo, como lo

como lo sonh en general en nuestro medio.

Por otro lado el método descrito para la purificacién del AgsHB
tiene la posibilidad de ser utilizado para la produccidn de una
vacuna contra la hepatitis viral tipo 8, para lo cual se tienen
que realizar estudios mds completos sobre la composicidon de las
preparaciones obtenidas en lo que respecta a su contenido de

particulas de Dane o sea el virus completo, lo que daria la pauta

para su utilizacidn del método con ese fin.

PO PR




En cuanto a la importacia de la hepatitis B en México baste
citér que la cirrosis hepética es la cuarta causa de interna-
- mienhto hospitalario, de este grupo el 12X es consecutiva a
hepatitis viral ( tanto A,8 y no A-no B) de estas el SO es
postransfucional por hepatitis B (46) lo que nos da una idea
de la necesidad de desarrollar técnicas sensibles, econdmicas

y sencillas para la deteccidn de AgsHB, mediante las cuales

se podria aquilatar mejor el problema de la hepatitis viral em
Mméxico.
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