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prucba puede limitarse solo a 1 ¢ 2 concentraciones (sin excluir 10%).

ks conveniente fabricar muestras de suero con combinaciones 1:1 de diferentes lotes.
Ello es particularmente Gtil cuando se va a pasar un hibridoma a crecer de un lote a otro;
en este casu se recomienda mezclar ambos sueros 1:1 durante los primeros 2-3 dias de
cultivo, luego 0.5:1.5 para finalimente hacer el cambio,
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Sintesis quimica de un antigeno para el diagndstico
de la lepra

Al editor:

La lepra ¢s una enfermedad endémica en los paises en vias de desarrollo. En ¢l mundo
existen mds de 15 millones de enfermos; en Cuba la padecen 5 587 personas. Actualmente el
problema fundamental consiste en poder diagnosticar la enfermedad lo antes posible pues
desde el momento en que ocurre el contagio hasta que aparecen los sintomas, pueden pasar
varios afios.

El diagnostico mediante el inmunoensayo confronto la dificultad de la existencia de nume-
rosos antigenos comunes a todas las micobacterias. En 1982 fue descubierto (Hunter v col..
1982) un glicolipido fendlico especifico del Mycobacterium leprae, dos anos mas tarde fue
sintetizado quimicamente ¢l determinante antigénico en busca de una sustancia mds hidruso-
lubre para emplearla en el test. Con el derivado obtenido por sintesis quimica se evito la nece-
sidad de cultivar los gérmenes en el armadillo. animal en el que se logra su multiplicacion.

La sintesis inicial del antigeno (Fujiwara y col., 1984; Gigg y col., 1984). tenia como difi-
cultades fundamentales la complejidad del trabajo y, ademds, que el antigeno final estaba
acoplado a BSA a través dc una aminacion reductiva con cianoborohidrure de sodio. lo que
destruye una parte del determinante antigénico. Con el objetivo de evitar esas dos dificultades,
nos propusimos disefiar un esquema de sintesis nuevo, mas sencillo, que llevara al alil glicosido
del determinante antigénico. Paralelamente a la terminacion de nuestro trabajo, han aparecido
otros métodos de sintesis del antigeno (Fujiwara v col., 1985; Chatterjee y col., 1985; Gigg y
col.. 1985).
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La sintesis del determinante antigénico en forma de alil glicosido (5) consta de tres etapas
fundamentales: @y sintesis del derivado de la glucosa (3): &) sintesis del derivado de la ramnosa
(4): ¢) condensacion de 3 y 4 para dar el disacarido que es desprotegido a §.

La sintesis del derivado 3 se llevo a cabo a partir de glucosa por la siguiente secuencia de
reacciones:  reaceion con acetona-dcido sulfirico para obtener un derivado diisopropilidénico
en las posiciones 1.2 v 5.6: metilacion del grupo hidroxilo 3 libre e hidrolisis selectiva del grupo
isopropiliden de las posiciones 5 y 6 con dcido acético. obteniendo ¢l derivado 1 con un rendi-
micnto del 50 por ciento a partir de glucosa. El hidroxilo de la posicion 6 es metilado selec-
tivamente con diazometano-trifluoruro de boro para llegar al derivado 3.6 dimetilado, que es
posteriormente hidrolizado. acetilado y tratado con acido bromhidrico y dcido acético, obte-
niéndose el bromuro 3 activado por el carbono anomérico.

Ll derivado de la ramnosa 4 fue obtenido a partir del monosacarido en ocho etapas, que
consisten en acetilacion y glicosidacion con aleohol alrlico en presencia de tetracloruro de estafio;
posteriormente el producto es desacetilado v tratado con acetona-icido p-toluenosulfénico,
que da el derivado 2. La benvoilacion del hidroxilo 4 libre con cloruro de benzoilo-piridina y
la hidrolisis del grupo isopropiliden con dcido clorhidrico IN en etanol es seguida por la meti-
lacion con diazvimetano-trifluoruro de boro v la debenzoilacion con metoxido de sodio-metanol.
Ll producto 4 es obtenido con 27 por ciento de rendimiento a partir de la L-ramnosa.

La condensacion de 3 y 4 se realizo en una linca de alto vacio, utilizando cianuro de mercurio
come catalizador y acetonitrilo como solvente; el disacarido obtenido en el 73 por ciento fue
desacetilado con metoxido de sodio-metanol para llegar al disacdrido libre en forma de alil
slicosido (5).
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I'1G. 1. Secuencia de reaccion para la sintesis del antigeno v su copolimerizacion con poliacrilamida.
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Con el objetivo de obtener un antigeno macromolecular que se fijara bien en las placas
empleadas para el método ELISA. 1 fue coopolimerizado con acrilamida en presencia de
persulfato de amonio y TMED, obteniéndose un copolimero soluble en agua que tiene un
peso molecular de 100 000 D y un contenido de carbohidrato de 27 por ciento. El copolimero
se fijo en placas de polivinilo y s¢ desarrollo el ELISA segiin Cho y col. Para ello se emplearon
sueros de pacientes de lepra multibacilar. de tuberculosis, de nifios vacunados con BCG y de
conviventes con pacientes de lepra. Se estimo que la concentracion Optima del antigeno era
de 0,045 pp/pozo, por lo que el trabajo se realizo con dicha concentracion. Se realizaron
determinaciones en paralelo con el antigeno sintetizado por Brenan y col.. a concentraciones
de 0,03 pg/pozo.

En la tabla 1 puede apreciarse que el copolimero sintético posee una alta sensibilidad,
detectandose positividad en el 71.0 por ciento de los enfermos y 72,09 por ciento de los con-
viventes. Con respecto a los pacientes de tuberculosis v los nifios vacunados con BCG. se puede
ver una cierta positividad, aunque cabe destacar que los valores de densidad optica obtenidos
estaban discretamente por encima del valor [imite establecido para nuestras condiciones.

Tabla 1

COMPARACION DE RESULTADOS EN DIFERENTES GRUPOS UTILIZANDO EL CONJUGADO
ANTIGENO-BSA Y EL COPOLIMERO SINTETICO

Conjug. ) Copol. Conjug. Copol.

Grupos pus/neg G pos/neg % (media D, 0, 492)

Pacientes de lepra

multibacilar 25/13 65,79 27/11 71,05 0,355 0417
+0,424 +0,424

Conviventes 25/18 58,13 31/i2 72,09 0,159 0,193
*+0,069 +0,082

Pacientes

tuberculosos 2/27 6,89 3/16 15,79 0,073 0,046
0,044 £0,058

Ninos vicunados

con BCG 1/23 4,16 3/16 15,79 0,088 0,047
+0,018 +0,044

En la tabla 2 se expresan en forma asociativa los resultados obtenidos con ambos antigenos.
Segin dicha tabla. la sensibilidad es mayor (100%), sin embargo, la especificidad es menor
(70%) para el copolimero. Esto pudiera estar asociado con una mayor fijacion inespecifica
a la matriz de poliacrilamida. El coeficiente de correlacion de Pearson, analizando todos los
sueros, es (r) = 0.8218.

Como conclusion podemos senalar que se obtuvo el determinante antigénico del Mycobac-
terium leprae por sintesis quimica, mediante el empleo de un método original y se polimerizo
con acrilamida, obteniéndose un antigeno artificial con sensibilidad mayor al del conjugado
del antigeno con BSA vy con una buena especificidad. El copolimero puede ser empleado a
bajas concentraciones. lo que permite una alta productividad en su utilizacion y facilitard la
introduccion del método en nuestro pais, de forma masiva. para estudios epidemiologicos en
Lepra.
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Tabla 2

SENSIBILIDAD Y ESPECIFIDAD COMPARATIVA ENTRE EL CONJUGADO ANTIGENO-BSA
Y EL COPOLIMERO SINTETICO

Copolimero
+) =) Total
Conjugados BSA (+) 50 0 50
(=) 9 21 30

Sensibilidad comparativa: Copolimero/conjugado, 100%

I:specifividad comparativa: Copolimero/conjugado, 70%
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Estimado editor:

Después de la aparicion del articulo “CIBSOFT: Un paquete de programas para el anilisis
de dcidos nucleicos y proteinas” en el nimero 3 del volumen 3 de esa Revista, hemos recibido
algunas sugerencias de los usuarios de este sistema para su mejoramiento con vista a facilitar
la manipulacion de secuencias de ADN. En respuesta a dichas sugerencias se ha ampliado
el editor permitiendo actualmente trabajar simultineamente hasta con 5 secuencias y se han
agregado opciones, tales como la bisqueda de un sitio que responda a un determinado patron.
el marcaje de segmentos de secuencias para su posterior manipulacion y la insercion de un
fragmento de una de las secuencias de trabajo previamente marcado o la secuencia comple-
tamentaria invertida.

En proximos nimeros presentaremos una informacion amplia y detallada sobre las nuevas
opciones implementadas al CIBSOFT.

Jorge Ferndndez de Cossio y Ricardo Bringas
Departametno de Compu tacion

Centro de Ingenierta Genética y Biotecnologia
La Habana, Cuba
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