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Introduccién

La habilidad de los tumores para inducir y sostener €
proceso angiogénico se atribuye a dos cambios funcio-
nales fundamentales. El primero es un evento de pérdi-
dadefuncion, queimplicalapérdidao regulacion negetiva
de proteinas inhibitorias enddgenas tales como
Trombospondina-1 (TSP1) e IFNa. El segundo cam-
bio es un evento de ganancia de funcion en el cual los
factores de crecimiento conocidos como estimuladores
de la angiogénesis son inducidos. Ejemplos de tales
estimuladores incluyen bFGF, IL-8, TGFb, y d TNFa,
que actlian de manera indirecta, ademas del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que activa
de manera directay especifica e endotelio vascular.

Es precisamente en el VEGF que se han centrado la
mayoriade | os esfuerzos dedicados ala supresion dela
angiogénesistumoral, yaque se sobreexpresaen lama-
yor parte de los tumores ligada al cambio a fenotipo
angiogénico.

El presente trabajo estudia el fendbmeno angiogénico
en el cancer cervical asociado a virus del papiloma
humano (HPV), primeramente desde una éptica glo-
bal, analizando la expresion de los moduladores més
relevantes del proceso, y posteriormente, se centra en
la busgueda del elemento inductor del VEGF en este
sistema. Para concluir se analiza la potenciaidad de
un esquema de bajas dosis y tratamiento prolongado
con IFNa, para revertir el fenotipo angiogénico en
células Hel a.

Induccién de activadores y represién

de inhibidores de la angiogénesis en lineas
celulares positivas para las oncoproteinas
del HPV-16

Aungue varios estudios recientes reflgjan los niveles de

factores angiogénicos en el suero de pacientes, las céu-

las secretoras de los mismos resultaban desconocidas.

En d presente trabajo se evalub la capacidad secretora

de factores angiogénicos tumoraes (TAF) por las célu-

lasHPV-16+y HPV-18+, andizéndose, anivel molecular,
laidentidad y € nivel de expresion de estos factores.

Al tratar células endoteliales (HUVEC) con € me-
dio condicionado por células HPV 16+ en ausencia
de otros mitdgenos, se demostrd que la presencia
del genomaviral condicionalaexpresion de unaac-
tividad proangiogénica hacia el medio de cultivo.

* A nivel molecular (Northern blot) se determiné el
grado de expresion de algunos de los moduladores
de la proliferacion endotelial expresados en células
HPV-16 +. El andlisis integral de estos resultados
evidencié un aumento significativo en la expresion
delas moléculas proangiogénicasy unadisminucion
en el caso de las antiangiogénicas (Tabla).
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Tabla. Expresion de los transcriptos de moduladores de la
angiogénesis. Para los factores proangiogénicos se tomé
como valor basal el de las células RHEK, mientras que en el
caso de las TSP los valores se refieren a C33-A.

RHEK-1 C-33A CaSki HPK1A

IL-8 1 2,5 4 5,8
TNFa 1 2,3 3,8 4.8
TGFb1 1 2 8 4,7
bFGF 1 2,5 49 42
VEGF 1 2,6 5,7 5,1
TSP-1 10,7 1 4 5

TSP-2 5,5 1 1,5 1.7

* El andlisisdd transcripto del VEGF en célulasHela
(HPV-18+) demostr6 que € efecto sobre la trans-
cripcion de este gen no depende del subtipovira. La
determinacion por ELISA de laproteina (VEGF) en
el medio condicionado por estas células demostré
que e aumento en los niveles de mMRNA se traduce
en unincremento en los niveles de proteina secretada.
Un andlisis por RT-PCR delasisoformas del VEGF
demostrd que todas se encuentran sobre-expresa-
das en células HPV-16+. Al igual que para cancer
de colon se demostré que existe un incremento mu-
cho més significativo en los niveles de mRNA de
VEGFg que resultaron 30 veces superiores a los
hallados en HaCalT.

Desarrollo de un nuevo modelo murino
que permite el estudio de la tumorigénesis
asociada a HPV-16

Debido ala especificidad de especie del HPV 1os mode-
los que existian para evaluar latumorigénesis asociadaa
este virus se restringian a ratones desnudos. Como par-
te de este trabajo se obtuvo un transfectante estable
(3T3-16) para e genoma del HPV-16 a partir de una
linea de fibroblastos murinos (3T3) de origen BALB/C.
El andlisis del fenotipo tumoral de la linea celular
transformada por HPV-16, demostré que lainocula-
cion delasmismasoriginatumoresen ratonesBALB/
C con caracterigticas histopatolGgicas similares a las
que presentan las lesiones cervicales asociadas a
HPV-16. Ladensidad y la distribucién alterada de la
vasculaturaen lostumores murinos reprodujo lamor-
fologiaangiogénicadelaslesionespremdignasdedto
grado y del cancer cervica humano.
El estudio de la expresion del gen del VEGF por
Northern blot evidenci6 un aumento significativo de
la expresion del mRNA de este gen en 3T3-16 res-
pecto a lalinea parental 3T3, lo que corrobor6 los
resultados del andlisis patoldgico respecto a grado
de vascularizacion de los tumores. Estos datos,
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ademés, confirman la asociacidn entre la expresion
del VEGF y latransformacién maligna por HPV-16.

Los oncogenes y la angiogénesis tumoral: la
oncoproteina E6 del HPV activa el promotor
del gen del VEGF independiente de p53

Muchos son los trabajos que hasta ahora han tratado
de explicar la base de la transformacién maligna por
HPV. La mayor parte de ellos se han enmarcado en €l
estudio delaactividad oncogénicadelas proteinastem-
pranas codificadas por €l genomavira (E5, E6y E7),
teniendo en cuenta su influencia en la actividad de
activadores de la transcripcion y genes supresores de
tumores (c-Jun, p53 'y Rb entre otros). Otras alteracio-
nes genéticas, ademés de la presencia del HPV pudie-
ran contribuir ala patogénesis del cancer cervical. Por
giemplo la mayoria de las displasias asociadas a HPV
y a carcinomas cervicales expresan atos niveles de
EGFR asi como de su ligando (TGFa).
Utilizando anticuerpos monoclonales neutralizantes
desarrollados contra el receptor de EGF (hR3 y
C225) y contra su ligando TGFa (Ab-3), se com-
probo que en células Hel a la sobre-regulacién del
VEGF anivel proteico noinvolucrael lazo autocrino
EGF-EGFR presente en estas céulas.
La co-transfeccion transiente en queratinocitos
(HaCaT) y fibroblastos murinos (NIH3T3) de un
plésmido que codificalaoncoproteina E6 del HPV-16
(pJAWILGES) y una construccion reportera que inclu-
ye e promotor del VEGF (2.6 VEGF) acoplado d
gen de laluciferasa, resultd en un incremento dosis-
dependiente de la actividad del promotor del VEGF
independientemente del tipo celular analizado. Este
mismo andlisis en fibroblastos knock-out para p53
(MEF p53-/-) demostré que la transactivacion del
promotor de VEGF por la oncoproteina E6 es inde-
pendiente de su capacidad para inactivar p53.
Empleando mutantes de delecion del promotor del
V EGEF, seidentificd unazonadd mismo vinculadaasu
activacion por la oncoproteina E6, que comprende la
zonaentre—194y -50 pbrelativo a sitiodeiniciodela
transcripciony dondeselocalizan 4 sitiosconsenso Spl.

El IFNa produce un deterioro del balance
angiogénico y una supresion

de la tumorigenicidad de las células Hela
Los IFNa son proteinas reguladoras con potentes ac-
tividades bioldgicas. El IFNa2 fue € primer inhibidor
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de angiogénesis usado en ensayos clinicos resultando
efectivo en el tratamiento de hemangiomas de lainfan-
cia. En el caso del carcinoma cervical se conoce que €l
tratamiento de células HPV positivas con IFNa dis-
minuye la expresion de los oncogenes virales; sin em-
bargo, hasta ahora no se habia descrito ninguin efecto
del mismo sobre modul adores del evento angiogénico.
- El estudio del efecto de un tratamiento prolongado
(1 afio) de células Hela con concentraciones bajas
y sin efecto antiproliferativo (200 Ul/mL) de IFNa
natural y recombinante a-2b, demostré que ambas
preparaciones de IFNa son capaces de suprimir
completamente la tumorigenicidad evaluada en ra-
tones desnudos inoculados por via subcutanea con
2 x 10° células. Sin embargo, se demostré que este
comportamiento no fue debido a alteraciones en el
patron del DNA viral y més bien las células trata
das aumentaron su resistencia a las células NK.
Lainvestigacion del efecto del IFNa sobre los meca
nismos de induccion del evento angiogénico a nivel
molecular, mostré un incremento de la expresion del
mRNA dd VEGF y un decrecimiento del bFGF, cau-
sando de esta manera un deterioro del balance
angiogénico quepudierajustificar e cambio del fenotipo
tumoral de las cdlulas Hela tratadas con IFNa.

Conclusiones

El presente trabgjo demuestra, primeramente, que la
célulapositivaparael genomadel HPV-16 (HPV-16 +)
sometida a condiciones de estrés reproduce e patrén de
induccion de citocinas y factores de crecimiento pro-
angiogénicos encontrados en suero de pacientes. En
particular, los estudios acerca de lainduccion del VEGF
en células HPV+ demostraron que este evento es inde-
pendiente del lazo autocrino EGFR-TGFa que se esta-
blece en este tipo celular. Ademas, en experimentos de
transfeccion transiente se demostrd por primeravez que
laoncoproteina E6 (HPV-16) activael promotor del gen
del VEGF independientemente de su efecto inhibidor
sobre p53. Este resultado sefidla a la oncoproteina E6
como un blanco terapéutico importante paraladisminu-
cion de la angiogénesis en e carcinoma cervical. Por
ultimo, se andiz6 d efecto del IFNa, que fue e primer
farmaco utilizado como antiangiogénico enlaclinica, so-
brelos mecanismos deinduccidn del evento angiogénico
en cdulas HeLa (HPV-18), demostréndose el potencial
efecto sobre mediadores de la angiogénesis de dicha
moléculaen & carcinoma cervical.
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Introduccién

Como se conoce desde hace muchos afios, una proteina
requiere determinado grado de su estructura nativa para
redlizar eficazmente su funcién. Por estarazon, la carac-
terizacion fisico-quimica para demostrar la estructura
correspondiente aunaproteinabiol dgicamenteactiva, esta
incluida en las regulaciones vigentes para productos bio-
l6gicos y biotecnolégicos [1]. A esto se adiciona @ inte-
rés de conocer lainfluenciade los factores externosen la
estabilidad como una herramienta (til de diagnéstico en
laevaluacion de laintegridad estructural.

La combinacién de técnicas espectroscopicas y
calorimétricas constituye una metodologia para la ca-
racterizacion fisico-quimica de proteinas obtenidas por
recombinacion genética.

En este trabajo se presenta la primera caracteriza-
cién de los parametros que influyen en la estabilidad
conformacional y el desarrollo de métodos para la
elucidacion del plegamiento de proteinas recombinan-
tes obtenidas en el CIGB. Ademés, dichos métodos
contribuyen a validar los métodos tedricos utilizados
para predecir la estructura tridimensional de varias de
estas proteinas.

La combinacion de la calorimetria diferencial de
barrido, el dicroismo circular, lafluorescenciay laRMN
ha servido para evaluar la estabilidad conformacional
de la invertasa expresada en Hansenula polymorpha
y P. pastoris, de la proteasa aspartica y la dextranasa
expresadas en Pichia pastoris, € rHu-IFN-gy la rSk
expresadas en Escherichia coli, enfuncién del pHy la
fuerza idnica.

Dextranasa [2]

Dicroismo circular. Se corrobor6 que el mayor por
ciento de elementos de estructura secundaria son 1&mi-
nas b y que este porciento no se afecta en el rango de
pH entre 5y 7, ni por e proceso de desglicosilacion.

Lacombinacién de diferentes métodos tedricos para
la prediccion de estructura tridimensional de proteinas
y el método de dicroismo circular, nos permitio propo-
ner una estructura del tipo propela b para dicha enzi-
ma. Este modelo tridimensional constituy6 |a base para
el disefio de mutaciones puntuales con el objetivo de
estudiar el mecanismo catalitico de la enzima.

Interferon gamma [3]

Dicroismo circular. Se demostré que la estructura de
hélicesa que caracteriza a esta proteina se ve afectada
visiblemente con la composicion del solvente en fun-
cién del pH, latemperaturay la fuerzaionica
Calorimetria diferencial de barrido. Se demostré
que la desnaturalizacion térmica es irreversible a con-
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centraciones elevadas de tamp6n en el rango de pH 2-
10, aunque se encontré que apH 3,5-5,4y bajafuerza
ionica las transiciones calorimétricas son reversibles.
La ental pia de desnaturalizacion DH(T ), alatempera-
tura de desnaturalizacion T, fue una funcién de Try
delaconcentracion del tampdn, conllevando aladismi-
nucion de la capacidad calorifica con la concentracion
del tampon.

Fluorescencia. Se demostr6 que la estabilidad con-
formacional de la proteina depende del pH, la tempe-
ratura y la fuerzaidnica

'H RMN. Se demostr6 lainfluencia de la tempera-
turay el pH en la exposicién de los residuos de
histidinas al solvente.

Proteasa aspdrtica [4]

Dicroismo circular. Permitié demostrar que la estruc-
tura secundaria de la enzima recombinante en su esta-
do nativo es de hojas b con un aporte significativo de
contribuciones arométicas, siendo bastante conserva-
da con independencia del pH a baja fuerzaidénica

Calorimetria diferencial de barrido. Demostré que
la desnaturalizacion térmica inducida es irreversible y
dependiente de la velocidad de barrido. La desnaturali-
zacion térmicaapH 3-7 esti caracterizada por una Unica
endoterma. A valores de pH superiores a 7,5 la desnatu-
ralizacion se caracteriza por dos endotermas. Este com-
portamiento indica una compleja estructura de laenzima
quefue explicadabasindonos en los datos cristal ogréficos
de lapepsinade Mucor pusillus con laque nuestra enzi-
matiene un ato porcentaje de homologia.

Fluorescencia. Demostré la estabilidad de la pro-
teina en funcién del pH, obteniéndose a pH 5 la maxi-
ma estabilidad en correspondencia con los resultados
de actividad.

Invertasa [5, 6]

Dicroismo circular. Permitié demostrar que a pH 3-8
y baja fuerza iénica, la estructura secundaria de la
enzima recombinante expresada en ambos hospede-
ros es basicamente de hojas b, en correspondencia con
los model os tedricos propuestos. El efecto de la tem-
peratura demostrd que la glicosilacion influye en la
estabilidad conformacional de la enzima.
Calorimetria diferencial de barrido. Demostré que
la estabilidad conformacional fue esencialmente similar
para todas las condiciones estudiadas aunque siempre
significativamente superior para la invertasa expresada
en Hansenula polymor pha, sugiriendo que la presencia
de los carbohidratos influye en la estabilidad global.
Las desnaturalizaciones térmicas fueron siempre
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irreversibles y la no-dependencia de la velocidad de ba-
rrido permiti6 € andlisis delos datos utilizando latermo-
dindmicadeequilibrio.

Fluorescencia. Corroboré el comportamiento en-
contrado por calorimetria diferencial de barrido y
dicroismo circular. Ademas, evidenci6 que lairreversi-
bilidad encontrada es producto de una cinética lenta
de plegamiento a altas concentraciones.

Lacombinacién de diferentes métodos tedricos para
la prediccion de estructura tridimensional de protei-
nas y el método de dicroismo circular, nos permitio
proponer una estructura del tipo propela b, para di-
cha enzima. Este modelo tridimensional es compati-
ble con el mecanismo catalitico propuesto para este
tipo de enzimas y sugiere un nuevo aminoéacido
involucrado en la unién a sustrato para las enzimas
del tipo b-fructofuranosidasa.

Estreptoquinasa [7]

Dicroismo circular. Permitié demostrar que apH 2-10,
independientemente de lafuerzaionica, laestructura se-
cundariaa+b no se ve afectada por la composicion del
tampdn a temperatura ambiente. Con el aumento de la
temperatura toda la estructura se destruye en conjunto.

Calorimetria diferencial de barrido. Demostré que
la estructura de multiples dominios esta fuertemente
influenciada por € pH. La combinacion del pH y la
fuerza idnica demuestra efectos estabilizadores y
desestabilizadores en dependencia de sus valores.

Fluorescencia. Corroboré el comportamiento en-
contrado por calorimetria diferencial de barrido y
dicroismo circular.

7mo. Curso Internacional

Conclusiones

Este trabajo es la primera caracterizacion de los
pardmetros que influyen en la estabilidad conforma-
cional de proteinas obtenidas por técnicas de inge-
nieria genética en el CIGB y que tienen una gran
importancia comercial.

Los parametros calculados pueden ser utilizados
dentro del error experimental como referencia durante
el andlisis de los lotes de proceso, donde cualquier
desviacion encontrada indicaria una variacion en el
plegamiento de la proteina y, por ende, en la calidad
del producto obtenido.

Complementariamente, la combinacién de estas
técnicas puede proporcionar una valiosa informa-
cion acerca de la naturaleza del desplegamiento de
una macromoléculay de las fuerzas que influyen en
la estabilidad del estado nativo. Por ello, pueden ser
ampliamente utilizadas para lardpiday efectiva eva-
luacién de moléculas nuevas o modificadas produci-
das por técnicas de ingenieria genética con relevancia
cientifico-comercial, ya sea para uso clinico o indus-
trial, siendo una herramienta indispensable en el
momento de elegir una estrategia para la obtencién
de una molécula muy estable térmicamente en dpti-
mas condiciones biolégicas.

Ademas, pueden emplearse en el examen de later-
modindmicade lasinteracciones entre macromol éculas
y ligandos especificos en funcién de la temperatura,
en estudios de oligomerizacion de proteinas o sim-
plemente en la evaluacion de lainfluencia de la esta-
bilidad de una macromolécula en una formulacién
especifica

7. Beldarrain A, Lépez-Lacomba JL, Se-
rrano R, Kutyshenko V, Cortijo M. Multi-
domain structure of a recombinant
Streptokinase. A differential scanning
calorimetry. J Protein Chem 2000 (In press).
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Introduccién

De acuerdo con estimados recientes, existen aproxi-
madamente 200 millones de personas infectadas de
formacrénicapor € virus delahepatitis C (VHC), con
frecuente aparicion de formas severas como la cirrosis
y € carcinoma hepatocelular. Estudios de prevalencia
de anticuerpos anti-VHC en Cuba han mostrado un
indice de 1,2% de la poblacion total.

Hasta el momento no existe una vacuna contra €l
VHC disponible en el mercado y la terapia es efectiva
en menos de 50% de los casos para las mejores alter-
nativas de tratamiento con IFN-a combinado con otros
antivirales.

Nuestro trabajo parte de la hipdtesis de que es posi-
ble generar una respuesta inmune potente, diversa,
modificable y activa frente a diferentes aislamientos
del VHC mediantelainmunizacion con ADN plasmidico
que codifica variantes de los antigenos de la regién es-
tructural del VHC, s se aprovechan las ventagjas Uni-
cas de esta metodologia

Generacién de los plasmidios
para la inmunizacién con ADN

Primariamente, con el objetivo de evaluar de manera
preliminar la inmunogenicidad de las proteinas de la
region estructural del VHC, codificadas a partir de la
secuencia nucleotidicade un aislamiento cubano, fue-
ron obtenidas de maneraindividual diferentesvariantes
de estos antigenos por via recombinante a partir de un
sistema de expresion procaridtico [1-3]. Estas varian-
tes proteicas recombinantes de C, E1 y E2 resultaron
muy inmunogénicas en ratones y conejos. |gualmente,
estos antigenos resultaron inmunoreactivos contra sue-
ros humanos anti-VHC, resultando funcionales en sis-
temas analiticos de tipo ELISA y en ensayos de
linfoproliferacion especificos [1-3].

De acuerdo con estos resultados, se generaron ocho
variantes de plasmidios de inmunizacion con ADN
utilizando secuencias que codifican los antigenos de la
region estructural del VHC procedentes de un aisla-
miento cubano correspondiente al genotipo 1b [4]. El
plasmidio pIDKCo contiene la secuencia codificante
para los primeros 176 aminoécidos (aa) de la proteina
de la cdpsida. Los plasmidios pIDKELS y pSIDKE1
contienen la secuencia codificante de E1 que compren-
den los aa 192-363 de la poliproteina viral sola o fu-
sionada al péptido sefia de la eritropoyetina humana,
respectivamente. Por su parte, plIDKE2S y pSIDKE2
contienen la secuencia codificante parala E2 que abar-
calos aa 384-716 de la poliproteina viral sola o fusio-
nada al péptido sefial de la eritropoyetina humana,
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respectivamente. El plasmidio plDKEL contiene la se-
cuencia codificante para los antigenos de la cdpsida 'y
E1 comprendidaentrelosaa 1y 363 de la poliproteina
viral. El pSIDKE1E2 contiene la secuencia codificante
de E1y E2 comprendida entre los aa 192 y 716 de la
poliproteinavird fusionadaal péptido sefial delaeritro-
poyetina humana. Finalmente, el plasmidio pIDKRET
contiene la secuencia codificante para los antigenos de
laregion estructural del VHC. Los plasmidios deinmu-
nizacion construidos contienen variantesindividualeso
combinadas de las proteinas de la regién estructural
del VHC. Estas proteinas contienen la mayoria de los
epitopos inmunol 6gicamente relevantes del VHC, al-
gunos de los cuales son comunes a la mayoria de los
aislamientos virales.

Caracterizacion de la respuesta inmune
inducida en diferentes modelos animales

Todos|os plasmidios deinmunizacién con ADN referi-
dos anteriormente, indujeron una respuestainmune es-
pecificadetectable contrael VHC en ratones. Lostitulos
de anticuerpos contra las proteinas de la regién estruc-
tural del VHC inducidos en ratones por la vacunacion
con ADN, oscilaron entre 1:50 y 1:15000 de acuerdo
con la construccién genéticay e antigeno en estudio
(Tabla). Con el objetivo de comparar la respuesta hu-
moral obtenida mediante la vacunacion con ADN con
lageneradaen individuos anti-VHC positivos, seinves-
tigaron los anticuerpos contra la capsida viral. Estos

Tabla: Titulo de anticuerpos inducidos en ratones contra
los antigenos de la region estructural del VHC después
de la inmunizacién con diferentes plasmidios de
expresion.

Plasmidio Titulo de Ac  Titulode Ac  Titulo de Ac
contra Co contra E1 contra E2
pAEC-K6 No, 0 No, 0 No, 0
pIDKCo Si, 8200 No, 0 No, 0
pIDKE1S No, 0 Si, 100 No, 0
pSIDKE1 No, 0 Si, 55 No, 0
pIDKE2S No, 0 No, 0 Si, 57
pSIDKE2 No, 0 No, 0 Si, 60
pIDKE1 Si, 8400 Si, 560 No, 0
pIDKRET Si, 15000 Si, 6000 Si, 8000
pSIDKETE, No, 0 Si, 190 Si, 135

Los resultados se muestran como el reciproco del titulo medio de
anticuerpos contra los diferentes antigenos a la semana 27 de un
esquema de inmunizacién de dos dosis en las semanas 0y 3,
inyectando por via intramuscular 100 g de cada uno de los
plasmidios de expresién en solucién fosfato salina. Si, indica la
presencia de la secuencia codificante para el antigeno analizado
en el plasmidio de expresién; No, la ausencia.
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anticuerpos son frecuentemente |os primeros en apa-
recer durante la infeccion natural y aungue no pare-
cen ser de naturaleza protectora, podrian estar
relacionados con mecanismos de eliminacion celular
mediada por anticuerpos. Los anticuerpos especifi-
cos contra la proteina de la capsida del VHC, produ-
cidos en animales inmunizados con el plasmidio
pIDKCo, aparecieron 5 semanas después de la pri-
mera dosis en un esquema de 2 dosis en las semanas
0y 3 (datos no mostrados). Estos anticuerpos mos-
traron similar especificidad inmunoldgica que los
detectados en individuos infectados con VHC [5].
Estos datos indican que los antigenos producidos in
vivo después de la inmunizacion con ADN podrian
tener una conformacién similar a la propia cuando
forman parte del virion natural. Sin embargo, los ni-
veles de anticuerpos inducidos por la administracion
de pIDKCo, pIDKE1 y pIDKRET fueron general-
mente superiores a los encontrados en individuos
anti-VHC positivos [5], lo que resalta la inmunoge-
nicidad de las proteinas de la region estructural gene-
radas por esta via

Ademas, contrario alo comin para individuos infec-
tados cronicamente con VHC, la inmunizacién con
p!DKCo, pIDKEL y pIDKRET posibilit6 la generacion
de una respuesta linfoproliferativa especifica de tipo
CD4+ (Figura). La presencia de respuesta celular de
tipo CD4+ se ha correlacionado frecuentemente con un
curso benigno de la enfermedad o con su resolucion.

Como parte de la evaluacion de la estrategia de
trabajo, se evidenci6 por primera vez la influencia
directa del régimen de vacunacion sobre la respuesta
inmune generada contra el VHC mediante lainmuni-
zacion con ADN en ratones. Durante €l estudio de
los efectos de la inmunizacién con pIDKCo y
pIDKRET en ratones, se demostré la superioridad
de los esquemas de dos dosis con 50 g de ADN
plasmidico con tres semanas de intervalo entre ellas.
Estos resultados tienen implicaciones importantes
en el disefio de experimentos de inmunizacion en otros
hospederos.

También se ha evidenciado la generacion de niveles
de anticuerpos superiores a 1:1000, contra los antige-
nos de la regién estructural del VHC, en conejos y
macacos irus inmunizados con plDKRET 14 semanas
después de la primera dosis. Estos resultados indican
que, contrario a otras aternativas evaluadas interna-
cionalmente, la inmunogenicidad evidenciada por la
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Indice de estimulaciéon

pAEC-K6 ' pIDKCo pIDKE1

Grupos
H Contra la E1 M Contra la E2

Figura. Proliferacién de linfocitos de bazo, provenientes de
ratones inmunizados con pIDKCo, pIDKE1 y pIDKE2 frente
a proteinas de la regién estructural obtenidas por la via
recombinante. pAEC-K6 es el plasmidio control negativo.

El indice de estimulacién se determina de la siguiente forma:
IE=cpm (exp) — cpm (basal). Las desviaciones estdndar
basadas en el calculo de tres determinaciones diferentes se
muestran por las barras de error en sentido positivo.

pIDKRET

[] Contra la capsida

inmunizacién con €l plasmidio plDKRET no decae en
animales robustos.

Conclusiones

Este trabajo posee un ato nivel de novedad cientifica
dada fundamentalmente por los materiales biol égicos
y los procedimientos descritos. El plasmidio
pIDKRET incluye en su composicion la secuencia
nucleotidica proveniente del genoma de un aislamien-
to cubano del VHC, el cual posee a menos 8% de
diferencia, a este nivel, con respecto alos otros repor-
tados. Ademés, e fragmento aminoacidico compren-
dido en la versién proteica resultante no habia sido
explorado previamente con este enfoque vacunal. Esta
region contiene la mayoria de los epitopos inmunol 6-
gicamente relevantes del VHC y su presencia simulta-
nea parece tener un efecto sinérgico, no demostrado
con anterioridad, de potenciacion y diversificacion de
la respuesta inmune especifica generada después de la
administracion del plasmidio.

Actualmente se continGian estos estudios y se pro-
fundizaen el andlisis de larespuestainmune. Seinves-
tiga también la influencia de las estrategias de
vacunacion y formulacion con los plasmidios plDK Co
y pIDKRET en conejos y carneros para el posterior
trénsito a chimpancés.
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Introduccién

La idea de expresar el fragmento scFv en plantas
transgénicas sederivadeinformacién internacional cre-
ciente que sugiere que, paraun conjunto de anticuerpos
terapéuticos y sus fragmentos, las plantas transgénicas
pueden constituir una variante productiva més econ6-
mica que otros sistemas, y donde se pueden acanzar
volumenes muy grandes del producto final.

El presente trabajo estd encaminado a evaluar bajo
qué condicionesy hacia cuéles compartimentos celula-
res puede redizarse la expresion del scFv antiHBsAQ.

Clonacién del gen antiHBsAg
y transformacién de plantas de tabaco

A partir de la construccion bacteriana [1] se aidl6 €
gen que codifica para € fragmento scFv antiHBsAg,
més una secuencia N-terminal de 6 histidinas, median-
te la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se
emplearon para ello oligonucledtidos especificos que
ademas confirieron a gen sitios de restriccién adecua-
dos para la clonacion en vectores de plantas que con-
tenian la region promotora 35S de expresién
congtitutiva, provenientes del virus de mosaico de la
coliflor, el terminador Nos de la nopalina-sintetasa y
diferentes sefiales de localizacion (el prepéptido y el
propéptido de la esporamina del boniato, y una se-
cuencia KDEL C-terminal para la retencion en reticu-
lo endoplasmético). Se fabricaron 4 construcciones
genéticas con €l fin de evaluar el comportamiento dela
expresion del scFv en diferentes compartimentos: re-
ticulo endoplasmatico, vacuola, fluido apoplastico y
citosol. Todas las construcciones se sometieron a un
andlisis de secuencia con lo cual se verificaron los
empalmes realizados y la ausencia de mutaciones en €l
gen clonado. Los cuatro “cassettes’ se subclonaron en
un vector de expresion para la transformacion de plan-
tas mediante e método de Agrobacteriumtumefaciens.
Setransformaron plantas detabaco var. Petit Havana
SR1 y se obtuvieron plantas FO resistentes a
kanamicina. La presencia del transgén se chequed por
PCR. Plantas F1 representativas de cada una de las
cuatro construcciones genéticas, se ensayaron mediante
un ELISA cuantitativo especifico, basado en un recu-
brimiento con HBsAg recombinante, un anticuerpo
policlond de conejo anti-Fab especifico a anticuerpo
origina murino anti-HBsAg, y un anticuerpo policlonal
anti-lgG de conejo conjugado a la enzima fosfatasa
alcalina para revelar la reaccion. El ELISA se caibro
mediante una curva estandar empleando scFv
bacteriano purificado por cromatografia de afinidad.
Las muestras se obtuvieron a partir de hojas verdes
frescas molidas y tratadas con un tamp6n adecuado.
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Deteccion de la expresiéon de la proteina
en plantas de tabaco

El ELISA indico que la mayor expresion de scFv acti-
vo se producia en las plantas transformadas con la
construccion para la acumulacién en e reticulo endo-
plasmético (alrededor de 0,3% del total de proteinas
soluble extraidas [TPS)]). Las plantas correspondien-
tes a las construcciones para vacuola y fluido
apoplastico exhibieron por cientos de expresion me-
nores (0,01%-0,03% TPS). No se detectd expresion
del fragmento activo en el citosol.

Lineas de plantas representativas de cada una de
las cuatro construcciones (RE-52 para reticulo
endoplasmatico, AF-12 para fluido apoplastico, V-20
para vacuola, y C-17 para citosol) se emplearon para
un experimento de Western blot que detecta scFv total
(activo y no activo), al revelarse con €l anticuerpo anti-
Fab mencionado antes. Este experimento repitio el com-
portamiento detectado en el ELISA cuantitativo.

Se purificd entonces &cido ribonucleico (ARN) de
estascuatro lineasy sedesarroll 6 unareaccion detrans-
cripcion inversa (RT)-PCR con oligonucleétidos espe-
cificos para el gen del scFv. En este experimento
demostramos que en |as cuatro lineas se produce ARN
mensajero especifico. Estos resultados sugieren que la
no deteccidn de expresion de proteinascFv en el citosol
puede deberse a problemas en la traduccién o
postraduccionales. En el ambiente del citosol, sin pro-
teinas chaperonas ni un ambiente proclive a la forma-
cién de los enlaces disulfuros, la proteina naciente es
probablemente degradada rapidamente por proteasas
citosolicas.

La localizacion del fragmento de anticuerpo se
chequed primero mediante un experimento donde se
infiltraron las hojas verdes frescas de las construccio-
nes RE, AFy V, y € fluido extracelular resultante se
concentrd y estudio por Western blot. Se demostr6 que
solo la construccion AF-12 producia una banda
detectable de la talla esperada para € scFv. Esto su-
giere por un lado que el segmento KDEL afiadido para
la retencion en reticulo endoplasmético funciona. Este
segmento pudiera también ser responsable del mayor
nivel de expresién encontrado para esta construccion,
yaque se reporta que lamisma protege de | as proteasas
citosdlicas e extremo C-terminal de la proteina recién
traducida, antes de su transocacién final a reticulo.

Serealizd también un estudio de las cdulas vegetales
de cada construcci6n mediante inmunomicroscopiael ec-
trénica, empleando e anticuerpo anti-Fab marcado con
oro coloidd. Se demostré marcaje en vacuolas sdloenla
congtruccion V-20, marcaje en e apoplasto en la cons-
truccién AF-12, comprobandose que las secuencias
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sefiales empleadas en este caso (pre'y propéptido de la
esporaming) habian sido efectivas para la localizacion
dirigida del fragmento de anticuerpo. En estos experi-
mentos tampoco se detectd scFv en las muestras de la
construccion citosolica. En la construccion RE-52 se
obtuvieron evidencias iniciales de que en agunas cdlu-
las el scFv podia aparecer en nicleo y cloroplasto, re-
sultado que debe ser profundizado debido a que hasido
reportado solo en un estudio anterior de otros autores.

Purificacién de la proteina

Finalmente, se procedi6 a la purificacion del scFv a
partir de material molido de hojas verdes frescas de la
linea RE-52, y fluido de infiltracion de hojas verdes
frescas de la linea AF-12. Para ello se empled la cro-
matografia de afinidad por iones metalicos inmovili-
zados (IMAC), que habia sido ya empleada con éxito
en el CIGB para la purificacion del scFv obtenido en
E. coli, aprovechando el segmento N-terminal de 6
histidinas que posee la proteina.

Luego de un solo paso de cromatografia se obtuvie-
ron altos porcentajes de pureza (95% y 94% para ER-
52 y AF-12, respectivamente), y recobrados
especificos (fragmento aplicado versus fragmento
eluido, corregido para pureza final) de 70% y 60%
para ER-52 y AF-12, respectivamente. Teniendo en
cuenta la cantidad de proteina aplicada en la purifica-
cién, y con el dato dela cantidad de material verde que
debe ser procesado en cada caso (molida e infiltra-
cion), se calculd que es posible producir entre 20-
25 pg/g de hoja para ER-52, y entre 7-8 pg/g de hoja
para AF-12. Al scFv purificado por IMAC se le de-
termind laactividad especificamedianteel ELISA cuan-
titativo. El valor obtenido para ER-52 fue de 82,5%,
mientras que para AF-12 fue de 69%.

Ajustando las cantidades obtenidas a escala de la-
boratorio y sin someter el proceso de extraccion/purifi-
cacion aoptimizacion, laproyeccioninicia descFv puro
y activo por hectérea llega a alrededor de 1 kg totd,
dependiente del método de cultivo empleado.

Se estableci6 también una suspension celular esta-
ble en cultivo a partir de células de callos de la linea
transgénica AF-12. Se demostr6 que el scFv se obtie-
ne activo tanto en el sobrenadante de cultivo (donde
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es estable por més de 8\98 h), como a partir del ex-
tracto celular. Estos materiales pudieron purificarse
también por IMAC. La proteina purificada se
secuencié en su extremo N-terminal y se comprobd
que las secuencias empleadas para la localizacion de
la proteina en este compartimiento extracelular se
procesan correctamente.

También se evaluaron semillas provenientes de las
plantas transgénicas derivadas de las lineas AF-12 y
V-20. Se demostré que al menos hasta la tercera gene-
racién se mantiene en las plantas transformadas €l ca-
récter introducido. Se comprobd ademas que de estas
semillas es posible extraer el scFv activo (medido por
ELISA) y en cantidades similares hasta 18 meses des-
pués de colectadas y almacenadas a temperatura am-
biente. A pesar de que no se usé un promotor
especifico para semillas, € por ciento de expresion de
proteina respecto a las proteinas solubles purificadas
fue de arededor de 0,2%.

Conclusiones

Nuestro trabajo demuestra que este scFv particular se
expresa exitosamente en plantas transgénicas de taba-
€0, que mantienen una estabilidad aceptable del caréc-
ter introducido, y de las cuales pueden obtenerse
grandes volimenes del fragmento activo puro median-
te procedimientos relativamente sencillos. Debido a
estas caracteristicas, asi como a las ventgjas de esta
tecnologia relativas a la ausencia de virus infectivos
para el hombre, 0 ADN y LPS bacterianos contami-
nantes, se ha comenzado un estudio de escalado que
produzca una optimizacion del proceso a la par de un
estudio detallado de costos, en comparacion con la
fermentacion bacteriana para obtener cantidades del
orden de kg del scFv/afio.

Estos resultados han abierto el camino paralaintro-
duccidn de esta nueva tecnologia a la produccién de
otros anticuerpos y fragmentos. Y a se han comenzado
los trabajos conjuntos con el Centro de Inmunologia
Molecular de La Habana, Cuba para la expresion de
dos anticuerpos terapéuticos de ese centro en plantas
transgénicas de tabaco, como forma de escalado que
permita superar las limitaciones en costo y capacidad
de la produccion a partir de cultivo de hibridomas.
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Introduccién

El proceso de licenciamiento de una vacuna pasa gene-
ralmente por la gjecucidn de tres fases de estudios clini-
cos controlados que demuestren, en primer lugar, quela
vacuna es segura, Y, en segundo lugar, que es eficaz.
Unavez otorgada lalicenciaa producto, corresponde
la Ultima fase de estudio, también conocida como de
postmercadeo, postlicenciamiento o fase IV. En dlla
se pueden realizar diferentes tipos de investigaciones
con el objetivo fundamental de evaluar la seguridad y
efectividad del producto en las condiciones de la préc-
tica habitual, sobre una poblacion especifica

La seguridad, inmunogenicidad y eficacia de lava-
cuna recombinante cubana contra la hepatitis B, He-
berbiovac HB, ha sido ampliamente evaluada en més
de 50 estudios clinicos controlados, |levados a cabo en
Cubay en 10 paises de diversos continentes. En estos
estudios han participado arededor de 4 000 adultos y
2 000 nifios.

En Cuba existe un programa de vacunacion contra
la hepatitis B que se inici6 con laintroduccién de esta
vacuna desde 1992, constituyendo el primer y méas
amplio programa de vacunacion en las Américas. Sin
embargo, a pesar de las altas coberturas de vacunacion
alcanzadas (mas de 98% en menores de 1 afio de edad
desde 1994), hasta e presente no existian estudios de
Fase IV disefiados con el objetivo de disponer de la
informacion de la seguridad de la vacuna, su inmuno-
genicidad y eficacia en las condiciones habituales de
las précticas de inmunizacién establecidas en € pais.

A continuacion se describen por separado tres es-
tudios de Fase IV disefiados con ese fin.

Evaluacién postlicenciamiento
de la seguridad de la vacuna
Heberbiovac HB

Se llev6 a cabo mediante un estudio retrospectivo en
nifios sobre eventos adversos asociados a Heberbiovac
HB en tres municipios de Ciudad de La Habana. Con
el objetivo de registrar de forma retrospectiva todos
los eventos adversos que ocurrieron durante los siete
dias posteriores a la aplicacion de cada dosis de vacu-
na anti-hepatitis B, se revisd la informacion recogida
en las Historias Clinicas de nifios en el primer afio de
vida, durante siete afios (1992-1998) en tres munici-
pios de Ciudad de La Habana.

El estudio observacional retrospectivo de corte
transversal, incluyd una muestra de 13 846 nifios me-
nores de 7 afios de los municipios Plaza de la Revolu-
cion, Cerro y Marianao. Se consideraron eventos
adversostodas|asincidenciasmédicas ocurridas apartir
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del momento de la aplicacion de cada dosis y durante
los siete dias siguientes, tuviesen o no una relacion
causal con la aplicacion de la vacuna. Se disefiaron
bases de datos para su almacenamiento y procesa-
miento con €l sistema Microsoft Access.

Delas 40 533 dosis administradas, en 289 se repor-
taron eventos adversos, |0 que representa una inci-
denciade 0,71% que puede considerarse baja. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la proporcién de eventos adversos para el total de
dosis aplicadas, entre hembras y varones. Las mani-
festaci ones mas frecuentemente registradas como even-
tos adversos, respecto a total de dosis administradas,
fueron: dolor en € sitio de inoculacién (considerado
como llanto a la palpacién en € sitio de inoculacion)
(0,15%), febricula (0,14%) y enrojecimiento en € si-
tio de lainyeccion (0,10%). No se reportaron casos de
secuelas ni fallecidos.

Se concluy6 que la vacuna Heberbiovac HB mues-
tra un excelente perfil de seguridad en su utilizacion
rutinaria en la préctica habitual del programa de vacu-
nacion establecido en nuestro pais, o que corrobor6
los resultados que previamente se habian obtenido
con esta vacuna en estudios clinicos controlados.

Evaluacion postlicenciamiento
de la inmunogenicidad de la vacuna
Heberbiovac HB

Se realiz6 un estudio nacional de seroprevalencia de
los titulos de anticuerpos contra e virus de la Hepati-
tisB en nifios de 1 a5 afios, con el objetivo de evaluar
el grado de proteccion en que se encuentran los nifios
cubanos, a quienes se le ha aplicado de forma masiva
lavacuna cubana contrala Hepatitis B desde 1992 y el
tiempo que se mantienen niveles protectores de
anticuerpos después de la vacunacion.

Se llevo a cabo un estudio pragmético que incluyd
nifios de las 14 provincias y del municipio especial
Isla de la Juventud. Se escogieron 3 130 nifios entre 1
y 5 afios, hijos de madres sin marcadores de infeccion
por el VHB en el momento del parto y que, ademas,
tenian aplicada al menos una dosis de Heberbiovac
HB. De los pardmetros evaluados, € mas importante
fue la seroproteccion (titulos de anticuerpos superio-
resa 10 UI/L).

El 96,82% de los nifios cubanos entre 1 y 5 afios se
encuentran protegidos contra la Hepatitis B, gracias a
la vacunacién con Heberbiovac HB. En todos los gru-
pos de edad se encontraron por cientos de proteccion
por encima de 90%. Sdlo 100 nifios presentaron titulos
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menores de 10 UI/L, para un 3.18% del total. Lares
puestainmune obtenida es duradera, ya que 95,36% de
los nifios vacunados se mantienen protegidos 5 afios
después de la tltima dosis. Lamedia geométricade los
titulos de anticuerpos (MGT) fue de 193,39 UI/L,
cifra casi 20 veces por encima del nivel minimo pro-
tector (10 UI/L).

Se demostrd la alta capacidad de la vacuna cubana
contra la Hepatitis B para provocar una respuesta
inmune protectora ante el VHB, cuando se utilizaen
las practicas rutinarias de inmunizacion masiva de
los nifios recién nacidos que existe en nuestro pais
desde 1992.

Estos resultados estan en correspondencia con
los resultados de inmunogenicidad encontrados en
estudios clinicos controlados y permiten explicar
los resultados recogidos por e Ministerio de Salud
Publica de Cuba a evaluar la incidencia de casos
agudos de hepatitis B en la poblacién vacunada, en
la que se encuentra una marcada reduccion en los
nifios menores de 15 afios de edad, 10 que representa
las primeras evidencias del impacto que ha tenido la
vacunacién contra la hepatitis B en la poblacion cu-
bana vacunada.

Evaluacion_postlicenciamiento
de la efectividad de la vacuna
Heberbiovac HB

Se realizd un estudio de efectividad de la vacuna
Heberbiovac HB en nifios hijos de madres positivas
al antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsSAQ)
en el periodo 1992-1999, con el objetivo de demos-
trar la eficacia de la vacuna Heberbiovac HB en hijos
de madres HBsAg+ en condiciones de préctica habi-
tual en el terreno.

Se evaluaron los sueros de 225 nifios de las 14 pro-
vincias del pais y dd municipio especia Ida de la Ju-
ventud. La muestra del estudio estuvo constituida por
lactantes de siete meses, que recibieron € esquema de
vacunacion establecido para estos casos (0, 1, 2y 12
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meses), alos cuales selesrealizd una extraccion de san-
gre para medir la presencia de HBsAg y anti-HBSAGg.

De los 225 nifios estudiados, sdlo 9 (4%) mostra-
ron presencia de HBsAg, en tanto que en los 216
(96%) restantes no se detect6 e HBSAgQ y si se evi-
denciaron anticuerpos anti-HBsAg. El 96,8% de los
nifios HBsAg negativos resultaron inmunizados con
titulos protectores. Al analizar la calidad de la res-
puesta, 81,1% estos nifios acanzaron titulos de anti-
cuerpos superiores a 100 UI/L y 28,3% hiperrespuesta
(titulos >1 000 mUI/mL). La MGT de anti-HBsAg en
el grupo de nifios HBsAg negativos fue de 334,62
mUl/mL (1.C. 317,34 y 350,72). La efectividad de la
vacuna medida para diferentes niveles de riesgo de
infeccion en nifios hijos de madres positivasa AgsHB,
vario desde 93,6 (60% de riesgo) hasta 95,7% (90%
de riesgo).

Se comprobé la elevada efectividad de la vacuna
Heberbiovac HB aplicada en condiciones de trabajo
normalesen el SistemaNacional de Salud. El 94.3% de
todos los nifios seroconvirtieron con titulos protecto-
resy 96,8% de los nifios no infectados (HBSAg nega-
tivo) estaban seroprotegidos. Este resultado es muy
importante si se tiene en cuenta que estos nifios reci-
bieron la vacuna sola, sin la administracion concomi-
tante de gammaglobulina hiperinmune.

Conclusiones

Se demostré la ata seguridad de la vacuna en nifios
menores de 1 afio de edad, en condicionesrutinarias de
uso, y su alta capacidad para provocar una respuesta
protectora contra el VHB en nifios menores de 5 afios.
Esta respuesta es de larga duracion pues a cabo de 5
afnos 95,4% de los nifios vacunados se mantienen con
titulos de anticuerpos protectores.

Se comprobd la elevada efectividad de Heberbiovac
HB en las condiciones del sistemade salud y se demos-
tré el impacto que hatenido lavacunacion en la preven-
cion de lainfeccion por VHB en nifios de alto riesgo de
infeccion, a ser hijos de madres portadoras del VHB.
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Introduccién

Poco se conoce sobre |os mecanismos de accion del
extracto dializable de leucocitos (EDL) o factor de
transferencia, sin embargo, numerosos estudios han
establecido inequivocamente la eficacia del EDL en el
tratamiento o prevencién de diversas enfermedades
de origen parasitario, bacteriano, vira y otras [1, 2].
Actualmente se desconocen los mecanismos molecu-
lares precisos que median la actividad biolégica del
EDL sobre la infeccion por € VIH. Este trabajo pre-
senta datos novedosos que indican un potente efecto
supresor del EDL sobre la expresion génica del VIH.

Efecto inhibitorio de la preparacién
de EDL sobre la actividad del factor
transcripcional NF-kB

Las proteinas pertenecientes a la familia NF-kB estan
implicadas en laregulacion de disimiles procesos celu-
lares tales como la respuesta inmune e inflamatoria,
proliferacion celular y apoptosis. Ha sido demostra-
do que los elementos kB son necesarios para la expre-
sién génicainducible del VIH en células T activadas y
monocitos maduros. La permeabilidad celular alain-
feccion viral estd estrechamente relacionada con la
abundancia relativa de factores reguladores de latrans-
cripcién que interactlan con éstos y otras secuencias
especificas dentro dela secuencia L TR (del ingléslong
terminal repeat) del VIH. La mutacion de nucledtidos
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determinantes en |as secuenciasenhancer involucradas
en la unién del factor inducido NF-kB, convierte €l
elemento LTR del VIH en no respondedor a aquellos
estimulos capaces de inducir la translocacion nuclear
de este factor transcripcional [3]. En este trabajo se
estudi6 € efecto del EDL sobre la actividad de NF-kB
en células CD4" mediante ensayos de retardacién en
gel. El factor NF-kB es congtitutivamente activo en la
linea celular MT-4. Las células MT-4 se expusieron a
diferentesdosisde EDL (0; 1,25y 2,5 U/mL) durante
7 dias de cultivo y se prepararon los extractos nuclea-
restranscurridas O h, 3 h, 3 diasy 7 dias de tratamien-
to con la preparacion de EDL.

Los resultados evidencian una disminucion consi-
derable de la actividad de unién de NF-kB en las célu-
las MT-4 tratadas con EDL en relacion con las células
no tratadas. La inhibicion de la actividad de NF-kB se
observé en tiempos tan tempranos como 3 h de culti-
vo en presencia de EDL. Periodos de incubacién més
prolongados potencian el efecto inhibitorio en las con-
diciones experimentales establecidas. Se observd una
reduccién de las cantidades del complejo proteina-
ADN en funcién del incremento de las dosis de EDL
utilizadas. De manera significativa, la preparacion de
EDL a 2,5 U/mL inhibe completamente la activacion
de NF-kB luego de 7 dias de tratamiento del cultivo de
MT-4 (Figura).
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Figura 1. Capacidad de la preparacién de EDL de inhibir la actividad de unién a secuencias especificas de ADN de los factores transcripcionales NF-kBy Sp1 en la linea
celular MT-4. Las células se cultivaron en presencia o ausencia de diferentes dosis de EDL (0, 1,25y 2,5 U/mL) durante 7 dias. Los extractos nucleares de cada punto
experimental (0 h, 3 h, 3y 7 dias) se incubaron con el oligonucleétido especifico marcado con (g-P*?) ATP. Los complejos de unién proteina-ADN se separaron en un gel de
poliacrilamida al 6%. La reduccién de la formacién del complejo NF-kB-ADN es de manera dosis dependiente y se incrementa en funcién del tiempo del cultivo celular en
presencia de EDL. Es de destacar que el producto EDL a una dosis de 2,5 U/mL inhibe completamente la activacién del factor transcripcional NF-kB luego de 7 dias de
cultivo de las células MT-4. De igual forma, se observa un efecto inhibitorio sobre la formacién del complejo Sp1 a los 7 dias de cultivo celular en presencia de EDL.
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Efecto inhibitorio de la preparacién
de EDL sobre la actividad del factor
transcripcional Sp1

Se ha reportado que deleciones en ambos elementos
NF-kB del LTR del VIH pueden afectar seriamente la
capacidad replicativa del VIH en diferentes tipos ce-
lulares. Un requisito fundamental para la replicacion
del virus carente de secuencias de unién para NF-kB,
es la presencia de los tres elementos Spl. Por otra
parte, la eliminacion simultdnea de todos los sitios de
union tanto para NF-kB como Spl resulta en un
provirus incapaz de replicarse en células CD4" huma-
nas [4]. Teniendo en cuenta estos el ementos, nosotros
estudiamos € efecto del producto EDL sobre la acti-
vidad Spl en las células MT-4.

Los resultados muestran una modificacion de la acti-
vidad de unidn de Spl en las células linfoblastoides
tratadas con EDL. Como se puede apreciar, € efecto de
inhibicion por EDL se incrementa en funcion de la do-
sis utilizada asi como en tiempos prolongados de culti-
vo. Luego de tres dias de cultivo, se apreciael complejo
de union Spl-ADN en las cdulas no tratadas, sin em-
bargo, € tratamiento del cultivo celular con dosis cre-
cientes de EDL esta directamente relacionado con la
disminucién de la actividad de union Spl en los extrac-
tos nucleares de las células tratadas con EDL. Transcu-
rridos 7 dias de cultivo en presenciade EDL , serecupera
la actividad constitutiva de Spl en presencia de dosis
menores de EDL, pero no en aquellas cdulas tratadas
con elevadas dosis de la preparacion de EDL. Para la
identificacién de proteinas Spl en los complejos pro-
teina-ADN, se incubaron previamente los extractos
nucleares de MT-4 con oligonuclettidos especificos

para Spl (Figura).

La preparacién de EDL no afecta la actividad
de unién de AP-1 en células MT-4

Para demostrar la especificidad del efecto supresor de
EDL sobre los factores transcripcionales esenciaes para
laexpresion génicade VIH, se redizaron experimentos
similares para determinar la actividad de union del factor
AP-1 en células MT-4 tratadas con EDL. Los extractos
nucleares de los diferentes puntos experimentales anali-
zados en los ensayos de retardacion en gel, no mostra
ron afectacion algunadelaactividad transcripcional AP-1
en presencia de las diferentes dosis de EDL empleadas.
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La preparacién de EDL no afecta
la transcripcion de los genes p65NF-kB
e IkBa en células MT-4

La activacion del sistema NF-kB se controla a dis-
tintos niveles de regulacion. Diferentes estudios in-
dican la necesidad de un nivel basal de la proteina
inhibitoria IkBa capaz de inhibir completamente al
factor NF-kB, y ademas demuestran niveles eleva-
dos de transcriptos de IkBa en células que expresan
la subunidad transactivadora RelA(p65) de NF-kB
[5]. Mediante técnicas de RT-PCR se analiz6 la ex-
presién de los genes p65 NF-kB e IkBa en células
MT-4 cultivadas en presencia de EDL. Se observa-
ron cantidades similares del producto amplificado de
los genes p65 NF-kB e IkBa en células MT-4 tanto
tratadas como no tratadas con EDL. Los resultados
experimentales indican que el efecto inhibitorio del
EDL sobre NF-kB en células MT-4, no estad media-
do por una regulacién del balance RelA-lkBa nivel
transcripcional.

Conclusiones

Estos datos contribuyen a esclarecer nuestras obser-
vaciones previas [6, 7]. En presencia de concentra-
ciones de VIH elevadas, el EDL provocé una
reduccion superior a 70% de la cantidad de antigeno
p24 presente en los sobrenadantes de cultivo de MT-
4. Por otra parte, la disminucion de la actividad NF-
kB en células MT-4 luego de periodos cortos de
tratamiento puede ser funcionalmente relevante para
lainhibicién de la produccion de TNFa inducida por
lipopolisacarios (LPS) bacterianos, observada en
condiciones de pre-tratamiento o incubacion simul-
tanea con EDL, tanto en leucocitos de sangre
periférica como en cultivos de sangre total de indivi-
duos sanos.

Estos resultados contribuyen a la caracterizacion y
definicién de los mecanismos moleculares que median
las disimiles actividades biolégicas del producto EDL.
El primer reporte de la capacidad de un producto na-
tural de origen humano como el EDL [8], de inhibir la
actividad del factor transcripcional NF-kB, puede te-
ner grandes implicaciones para el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas utilizando nuestra prepara-
cion de EDL en enfermedades como infecciones seve-
ras, shock séptico y en la infeccién por VIH.
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Introduccién

Los estudios controlados y la experiencia internacional
de mas de 10 afios de aplicacién masiva, han demostra-
do que la vacuna basada en el AgsHB es efectiva 'y
segura parala prevencion delainfeccion por € virusde
la hepatitis B (VHB) [1]. Algunos intentos realizados
para extender € uso de la vacuna a la terapéutica de la
enfermedad han producido resultados favorables, pero
aln por debajo de las expectativas [2-4]. Por otra parte,
un 5-10% de los vacunados, la inmunidad no se logra
debido a factores genéticos [5-7] o de otro tipo [8-10].
El presente estudio tiene como propdsito la caracteri-
zacion de variantes antigénicas capaces de lograr una
respuesta més rapida y €eficiente, reclutar efectores ce-
lulares del sistema inmune como los linfocitos T
citotdxicos, intensificar lainmunogenicidad del AgsHB
y ampliar e rango de sus aplicaciones hacia € terreno
terapéutico.

Caracterizacién fisico-quimica

El AgsHB recombinante producido en levadura esta
compuesto por unas 100-130 subunidades de la pro-
teina S (mondmero del AgsHB), las cuales se ensam-
blan deformaespontaneacon lipidosdelapared celular
delalevaduraparadar lugar aparticulasinmunogénicas
de 22 nm de didmetro como promedio [1]. En la actua-
lidad, la estructura tridimensional detallada del AgsHB
no es conocida, la hidrofobicidad, resistencia a la
hidrélisis enzimética y el alto contenido de lipidos
dificultan la aplicacion de estrategias convencionales
parala caracterizacion fisico-quimica del AgsHB [11].

Debido a las dificultades sefidadas, se desarroll
una via alternativa para la caracterizacion del AgsHB
que consistié en e fraccionamiento de la preparacion
del antigeno purificado en una columna preparativa de
SEC y el andlisis de las fracciones por una bateria de
técni cas fisico-quimicas e inmunoquimicas, tales como
SEC en modo analitico, microscopia electronica, elec-
troforesis, inmunoensayo e inmunoafinidad (analisis
multidimensional). El conjunto de datos provenientes
de estos diferentes métodos analiticos fue interpreta-
do de forma integral [12, 13], mediante un enfoque
novedoso que puede ser generalizado al andlisis de
otras subparticulas virales.

Laaplicacién de este enfoque multidimensional per-
mitio demostrar la existencia de una fraccion minorita-
ria del antigeno con modificaciones en el enlace por
puentes disulfuro, que aunque no afectan el ensambla-
jey la antigenicidad del AgsHB, si contribuyen a la
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heterogeneidad molecular y, en consecuencia, a en-
sanchamiento del pico correspondiente al AgsHB en
el perfil cromatogréfico en SEC [14].

Se desarrollé un método SEC en condiciones
desnaturalizantes, el cua se convirtié en la principal
herramienta de trabajo parala optimizacién de las con-
diciones de reduccion del AgsHB [15], la deteccidn de
productos de degradacion [13], el andlisis del antigeno
oxidado in vitro [16] y €l andlisis del antigeno desad-
sorbido del gel de hidréxido de aluminio [17].

La combinacién del andlisis cromatogréfico y
electroforético del antigeno desadsorbido del gel de
hidroxido de aluminio con la visualizacion directa del
antigeno adsorbido por microscopia electronica de
transmision e inmunomicroscopia [17], permiti6 pro-
bar experimentalmente una hipétesis previamente
sustentada por otros autores sobre una posible
desnaturalizacion del antigeno después de su adsorcién
sobre el gel de hidroxido de aluminio [18].

El resultado de mayor relevancia cientificay préc-
tica fue la identificacion de estructuras supramol ecu-
lares compuestas por un numero variable de
particulas del AgsHB aparentemente intactas en el
interior de la célula de la levadura, y la caracteriza-
cion fisico-quimica de estos agregados [19]. Se de-
mostré que mas de 40% del AgsHB en el extracto
crudo de lalevadura P. pastoris transformada para la
produccion de este antigeno se encuentra en forma
agregada. Agregados similares fueron anteriormente
aislados del extracto crudo por ultracentrifugacion
en gradientes de sacarosa [20].

Caracterizacién inmunobiolégica

La demostracion experimental de que los agregados del
AgsHB son capaces de inducir en ratones una respues-
ta inmune superior ala del antigeno nativo, congtituye
un antecedente véido para explorar la posibilidad de su
uso en €l desarrollo de una nueva vacuna para las for-
mas cronicas de la hepatitis B. Esta expectativa se basa
en que lavariante antigéni ca agregada posee una capaci-
dad de promocion de hipersensibilidad retardada (DTH)
en d raton significativamente superior aladel antigeno
no agregado.

Como se ha reportado € reclutamiento y la induc-
cion de actividad de linfocitos T citotoxicos (CTL)
por las proteinas agregadas [21], y se conoce también
que esta actividad esta vinculada a la eliminacién de
los hepatocitos infectados por el VHB [22], estos
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hechos pueden explicar, total o parciamente, la ma-
yor inmunogenicidad de la vacuna Heberbiovac HB,
demostrada en numerosos ensayos clinicos dentro y
fuera del pais [1], debido a su contenido de antigeno
agregado.

Por ultimo, como se dispone de evidencias de que
existe unarespuestainmune humoral contrael AgsHB
agregado significativamente superior que ladel antige-
no no agregado, se puede suponer que el antigeno agre-
gado podria comportarse también como un mejor
inmundgeno en el humano y proporcionar una vacuna
de mayor calidad.

En el gréfico precedente se puede apreciar que la
respuesta inmune humoral generada por el antigeno
agregado fue significativamente superior ala generada
por el antigeno nativo, tanto adsorbidos en alimina
por viaintramuscular (grupos D y E) como inoculados
por via intranasal en PBS (grupos A y C) (p < 0,05).

En el estudio de agregacién del AgsHB inducido in
vitro por el estrés oxidativo [16], se plantea por pri-
mera vez una posible oxidacion del AgsHB por radi-
cales libres en las células vivas. Esta posibilidad no se
habia considerado antes a pesar de la evidencia clinica
documentada sobre el estrés oxidativo y una elevada
peroxidacion lipidica en pacientes con hepatitis B cré-
nica[23]. Laoxidacion del AgsHB vira pudieraser la
causa principal de la formacion de agregados
plasméticos in vivo, los cuales pudieran desencadenar
mecanismos patogénicos en el organismo no descritos
hasta ahora. Esta Ultima hipétesis esta en vias de de-
sarrollo actualmente.

Aunque en su estado actual de desarrollo este tra-
bajo no reivindica aportes econémicos directos, 10s
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A: Antigeno agregado 5 mg en PBS, via intranasal

B: Antigeno agregado 10 mg en PBS, via intranasal

C: Antigeno nativo 5 mg en PBS, via intranasal

D: Antigeno agregado 5 mg adsorbido sobre alumina,
via intramuscular
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Introduccién

La necesidad del diagndstico répido y exacto de las
enfermedades virales oportunistas se ha incrementado
draméticamente durante las Ultimas décadas, debido al
uso creciente de drogas inmunosupresoras en la préc-
ticamédica, a descubrimiento del virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH), y al progreso en las
investigaciones sobre las terapias antivirales. El pa-
ciente inmunocomprometido sufre un gran nimero de
infecciones oportunistas.

Para un megior manegjo clinico y terapéutico de este
tipo de pacientes, es preciso contar con herramientas
Utiles para el diagndstico temprano y acertado de tales
infecciones. Desde hace cinco afios se contintian desa-
rrollando lineas de investigacion para asimilar tecnolo-
gias de diagndstico avanzado: una reaccién en cadena
de la polimerasa (RCP) multiple para todos los
herpesvirus: VHS1 y 2, VEB, CMV, VVZ, HVHB6,
HVH7, HVHS8, y una RCP para la deteccién y la
tipificacion de Chlamydia trachomatisy Papilomavirus.

Meningoencefalitis por los virus
de la familia Herpesviridae

El aisamiento viral a partir del liquido cefalorraguideo
(LCR) es unatécnicapoco sensible paralograr el diag-
nostico etiolégico de las meningoencefalitis causadas
por herpesvirus. Por ello, recientemente, se ha repor-
tado el uso de la técnica de RCP para la deteccion e
identificacion de los diversos herpesvirus en pacientes
con meningoencefalitis. Seintrodujo unaRCP mdltiple
que permite detectar todos los herpesvirus en un mis-
mo tubo de reaccién para el estudio de los LCR de
pacientes con diagnéstico clinico de encefalitis o
meningoencefalitis aguda o subaguda de probable etio-
logia herpéticay que fueron recibidos en el laboratorio
de ETS del Departamento de Virologiadel IPK apartir
1996. De estos LCR, 182 correspondian a pacientes
adultos seropositivos a VIH. El 22,5% de estos LCR
resultaron positivos y el virus més frecuentemente en-
contrado fue el citomegalovirus (CMV) (13,7%), aun-
gue en otras muestras se pudieron detectar otros
herpesvirus (VZV, EBV, HVH6). También se consta-
t6 la ocurrencia de infecciones multiples en un mismo
paciente. Este trabgjo es de gran importanciaparanues-
tro pais, debido a que constituye el primer estudio
etioldgico de meningoencefalitis producidas por todos
los herpesvirus. Ademas, permitié demostrar la sensi-
bilidad superior de latécnica de RCP como herramien-
ta rapida y efectiva para e diagnéstico molecular de
estaentidad. El hecho de poder hacer el diagndstico de
los diferentes herpesvirus en una sola reaccion de am-
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plificacion, ha permitido brindar un resultado en 24 h.
De esta manera, se ha podido instaurar a tiempo la
terapéutica especifica, evitando asi las secuelas y en
muchos casos la muerte.

Monitoreo de la infeccién causada
por herpesvirus en el paciente con
trasplante de rinén

El trasplante rena constituye, en la actualidad, la he-
rramienta terapéutica més eficaz para el tratamiento
de la insuficiencia renal crénica en fase termina. El
rechazo a injerto y las infecciones congtituyen las ba-
rreras més importantes para alcanzar €l éxito del tras-
plante. Los herpesvirus, y fundamentalmente el CMV,
constituyen los agentes viral es que més se han reporta-
do como causantes de morbilidad en este tipo de pa-
cientes. Se realiz6 un estudio de prevalencia de
anticuerpos contra los herpesvirus en la poblacion de
los pacienteshemodialisados del Instituto de Nefrologia,
cantera de los trasplantes renales, y se detecté que
100% de ellos tenia anticuerpos contra CMV 'y herpes
simple (VHS), 95% contrael virus Epstein-Barr (VEB).
Ninguno de estos pacientes era seropositivo al
herpesvirus humano 8 (HVHS). Un grupo de trasplan-
tados fue estudiado de forma evolutiva durante 16 se-
manas para hacer un seguimiento de la infeccién por
herpesvirus. Se realiz6 el aidamiento de CMV a partir
de orina, y una RCP miltiple para detectar genoma de
los herpesvirus en plasma. Cincuentay ocho por ciento
de los pacientes resultaron positivos a la infeccion por
CMV y 28% de este grupo mostré evidencias clinicas
de enfermedad. El mayor nimero de pacientes con la
infeccion por CMV se detecto entre la cuartay la duo-
décima semana después del trasplante. De los indivi-
duos sometidos aunainmunosupresion alta, en 70% se
puso de manifiesto la infeccion por CMV. Cincuenta
por ciento del total de los pacientes en algiin momento
de su evolucion clinica desarroll 6 episodios de rechazo
al injerto, y en 83,3% de éstos la infeccion por CMV
pudo ser diagnosticada, aunque la pérdida del 6rgano
injertado o de lafuncién renal en un periodo no mayor
de un afio posterior a trasplante, no pudo ser evitada.
La RCP detect0 las infecciones dos semanas antes que
el aislamiento viral. Por primeravez en Cuba se confir-
ma lainfeccion por €l herpesvirus humano 6 (HVHG6)
en este tipo de pacientes.

Deteccion de ADN del HVH8 en pacientes cuba-
nos con sarcoma de Kapos (SK) asociado a SIDA.
Estudio de seroprevalencia HVH8 en diferentes gru-
pos de la poblacion cubana
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Después del advenimiento del SIDA, e SK se ha
convertido en la neoplasia més frecuente que desarro-
Ilan los pacientes con este sindrome. El SK aparece en
15 a 20% de ellos; sin embargo, raramente se observa
en individuos inmunocompetentes. En el afio 1994,
Chang y colaboradores reportaron la identificacion de
secuencias de ADN similares a las de |os herpesvirus,
en tgjidos de SK de pacientes con SIDA. El virus asi
descubierto se denominé virus del herpes humano 8
(HVHS8) o herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi.
En nuestro pais, en los tres Ultimos afios se ha venido
observando un incremento en la aparicién de casos de
SK en los pacientes con SIDA (Departamento de
Anatomia Patol6gica del 1PK).

Se conoce muy poco acerca de la prevalenciay la
distribucion de lainfeccion por el HVH8 en €l Caribe.
Para determinar la prevalencia de anticuerpos contra
el HVH8 se estudiaron muestras de suero de 377 suje-
tos con dto y bajo riesgo de infecciones por € VIH y
el HVHS8. Entre los 25 pacientes con VIH y SK, 17
(68%) fueron seropositivos a HVHS8. Treinta y dos
de 154 (20,7%) pacientes seropositivos a VIH, pero
sin SK, fueron también seropositivos a HVH8. En
nuestro pais, la deteccion de anticuerpos contra el
HVH8 no estuvo asociada con las précticas homo-
bisexuales, porque estos anticuerpos se hallaron en
gran parte de un grupo de individuos heterosexuales
de ambos sexos que habian adquirido e VIH en Afri-
ca. Niveles muy bajos de anticuerpos contra el HVH8
fueron observados en donantes de sangre (1%), y no
se encontraron en |os receptores de trasplante renal.

Ademas, con el objetivo de demostrar la frecuen-
ciade deteccion del HVHS8 en los individuos con SK,
se decidio emplear la técnica de RCP para estudiar
las biopsias y las autopsias de un gran nimero de los
pacientes con SK y SIDA diagnosticados en Cuba.
Se procesaron 42 muestras de tejidos fijados con
formalina 'y embebidos en parafina, pertenecientes a
25 pacientes, tomadas a lo largo de un periodo de 8
anos (desde el afio 1991 hasta 1998), y 13 sueros
provenientes de mismo tipo de pacientes. Se incluye-
ron también en el presente estudio 10 lesiones de piel
embebidas en parafing, derivadas de otras patologias
dermatol égicas no relacionadas con el SK y obtenidas
de pacientes sin SIDA. Se logré detectar e ADN del
HVH8 en 100% de los casos de SK estudiados, y no
se detectd en laslesiones de piel no relacionadas con el
SK. Por primera vez en Cuba se estableci6 el diag-
nastico etioldgico del SK en pacientes cubanos con
esta neoplasia.

Prevalencia de Chlamydia trachomatis
en mujeres infectadas con el VIH en Cuba

Se determind la prevalencia y la distribucion de las
serovariedades de Chlamydia trachomatis (Ct) en 60
mujeres cubanas seropositivas al VIH. El genoma de
Ct se detecté mediante una RCP que usa cebadores
especificos de secuencia complementaria al gen de la
proteina mayor de la membrana externa de Ct. Un por
ciento delas muestras que resultaron positivas por RCP
fue subsi guientemente suj eto agenotipificacion, mediante
el andlisis por restriccién enzimética del producto am-
plificado. El por ciento de prevalencia detectado fue de
10%, superior a compararlo con el del grupo control
quefuede6,6%. Laserovariedad E fuelamasfrecuen-
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temente detectada. Las mujeres con Ct, seropositivas
al VIH, mostraron inflamacion pélvica (EIP) como
principal manifestacion clinica (83,3%), seguida por
cervicitis (50%). El presente estudio es el primer re-
porte en Cuba de prevalencia de Ct en mujeres infec-
tadas por €l VIH.

Estudio in vitro de la sensibilidad
y la resistencia de cepas de herpes simple
al Aciclovir y al Foscarnet

En la actualidad se dispone de una variedad de nue-
vOs agentes antivirales, entre cuyas caracteristicas
principales se revelan su escasa toxicidad y su gran
selectividad para el tratamiento de las infecciones
producidas por €l herpes simple. Sin embargo, €l uso
desmedido de estos compuestos ha conducido a la
aparicion de mutantes resistentes, fundamentalmen-
te en pacientes inmunocomprometidos. Debido a la
emergencia de tales mutantes, los ensayos de sus-
ceptibilidad antiviral in vitro han adquirido gran im-
portancia.

Mediante un ensayo de reduccién del efecto
citopdtico en cultivo de células, se estudi6 la sensibi-
lidad y la resistencia a Aciclovir y a Foscarnet, de
103 cepas del VHS aisladas entre 1992 y 1997 en €
laboratorio de Enfermedades de Transmision Sexual
(Virologia) del 1PK. No se encontraron cepas resisten-
tes a Foscarnet. Para 10,7% de las cepas se demostro
su resistencia a Aciclovir y esta resistencia fue esta-
disticamente significativa para los pacientes seropo-
sitivos a VIH, en comparacién con los seronegativos.
Laresistencia del VHS 2 fue estadisticamente signifi-
cativa a compararla con la del VHS1. Por primera
vez en Cuba se confirma la presencia de cepas de
herpes simple resistentes a Aciclovir, lo que aerta un
cambio en la politica de uso de estos antivirales funda-
mentalmente para € tratamiento de enfermedades en
el paciente inmunocomprometido.

Infecciones por Papilomavirus humano
en pacientes inmunocomprometidos

Las infecciones producidas por papilomavirus hu-
mano (PVH) se han convertido en un problema de
salud mundial, principalmente en pacientes inmuno-
comprometidos. La mayor parte de los genotipos de
PVH con alto potencial oncogénico se ha visto aso-
ciada, en estos pacientes, a procesos heoplésicos |o-
calizados en los tractos orofaringeo y anogenital
donde constituyen causa de tumores de répida y fa-
tal evolucion.

En e presente trabajo se determiné la prevalencia
de PVH en mujeres cubanas seropositivas a VIH, ana-
lizdndose 60 muestras endocervical es mediante la téc-
nica de RCP. Latipificacién de los casos positivos se
realizé utilizando un protocol o de hibridacion no radio-
activa (quimioluminiscenciaampliada) que permite de-
tectar hasta 40 tipos diferentes de PVH. Se detectaron
33 muestras positivas para una prevalencia de 55%,
que a compararlo con 23% de prevalenciaen el grupo
control estudiado resulta ser significativamente supe-
rior. Por primera vez en nuestro pais se determina la
prevalencia de infeccion por PVH en mujeres seropo-
sitivas a VIH, y se logra identificar tipos de PVH de
muy ato potencial oncogénico y muy poco frecuen-
tes en personas inmunocompetentes. Se describe
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coinfeccion con hasta siete tipos de PVH diferentes
en una misma paciente.

También como parte de este estudio, se analizaron
mediante RCP 40 muestras de tumores laringeos em-
bebidos en parafina procedentes de pacientes atendi-
dos en servicios de oncologia. Se detecto PVH 16 en
50% de los casos. Las lesiones tumorales detectadas
en estos casos positivos fueron clasificadas anatomo-
patoldégicamente como carcinomas escamosos tipicos
y en todos estos pacientes se describen los anteceden-
tes de consumo de alcohol y tabaquismo. Estos resulta-
dos aportan conocimiento acerca de los tipos de PVH
que estan circulando en este grupo de pacientes inmu-
nocomprometidos, lo cual resulta novedoso en el pais.
Ademas, la deteccion de este agente en procesos
neoplasicos reviste gran importancia con el fin de orien-
tar conductas de prevencion, control y tratamiento. Es
por ello que la utilizacion de técnicas de avanzada para
la deteccion y tipificacion viral constituyen herramien-
tas diagnosticas de gran valor para la orientacion ade-
cuada de las terapias clinicas y antivirales.
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Conclusiones

Se realiza por primera vez el diagndstico etiologico del
sarcoma de Kaposi, asi como un estudio de seroprevalencia
de un nuevo herpesvirus (HVHS) en diferentes grupos
de la poblacion cubana. Se describe, por primera vez, en
los pacientes cubanos con trasplante de rifion, la relacion
entre la infeccion por CMYV, los episodios de rechazo al
trasplante y la pérdida del 6rgano trasplantado. Se reali-
zan, por primera vez en Cuba, los estudios de prevalen-
cia de la infeccion por Chlamydia trachomatis y de la
infeccion por papilomavirus, en pacientes seropositivas
al VIH. Se detectan, por primera vez en el pais, diferen-
tes herpesvirus como los agentes etiologicos de
meningoencefalitis, asi como infecciones herpéticas mul-
tiples del sistema nervioso central. Se confirma por pri-
mera vez la presencia de cepas de herpes simple resistentes
al Aciclovir. Contar con un diagnostico rapido y altamen-
te sensible permite dar una respuesta diagnostica efecti-
va, que redunda en una mejoria en la calidad de la vida del
paciente inmunocomprometido y asegura la imposicion
de un tratamiento antiviral adecuado.
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Nuevas herramientas en proteémica: obtencién de una alta
cobertura de secuencia mediante digestion de proteinas
en geles de electroforesis en poliacrilamida
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Introduccién

Las técnicas mas modernas de identificacion de pro-
teinas en muestras bioldgicas complejas, utilizan la
separacion por electroforesis seguida de la digestion
de las proteinas de interés con proteasas especificas.
La mezcla de péptidos obtenida se analiza a continua-
cion por espectrometria de masas. Generalmente las
digestiones de proteinas en geles verifican una parte
de la secuencia (20%-40% son valores de cobertura de
secuencia habituales obtenidos por este método). Esto
es suficiente para la identificacion de proteinas me-
diante biisqueda en bancos de datos. Sin embargo, cuan-
do el propdsito es identificar modificaciones
postraduccionales o identificar mutaciones o varian-
tes de una proteina, es necesario obtener coberturas
de secuencias mucho mayores, que se acerquen lo mas
posible a la secuencia total de la proteina. Este es un
problema técnicamente complejo. Para poder lograrlo
se hace necesario la optimizacién de un conjunto de
factores, cada uno de los cuales contribuye desde su
parte al éxito o al fracaso de la estrategia global. El
presente trabajo a) propuso una solucion a este pro-
blema mediante el aumento del porcentaje de cobertu-
ra de secuencia en geles de SDS a valores muy altos,
equivalentes a los logrados en digestiones en solucion,
b) extendi6 las digestiones a geles de focalizacion
isoeléctrica (IEF) en anfolinas portadoras (CA) y en
inmobilinas (IPG), y ¢) permiti6 acoplar de una mane-
ra novedosa las electroforesis desnaturalizante y de
IEF como via de resolucion de las mezclas de protei-
nas que comigran en una misma talla molecular en
geles de SDS.

Métodos desarrollados

1. Un procedimiento de digestion de proteinas en geles
de SDS seguido del recobrado de péptidos, que ha
permitido obtener coberturas de secuencias muy al-
tas (por ejemplo, a partir de 0,5 pg de estreptoqui-
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nasa recombinante, 98,8% de cobertura; para la eri-

tropoyetina, 91% de cobertura). Estos resultados

son comparables a los logrados en digestiones en
solucion con cantidades de material mucho mayores.

2. Un nuevo procedimiento de digestion para las pro-
teinas en geles de IEF-CA e IEF-IPG. Fue posible
encontrar condiciones para eliminar las anfolinas
portadoras que al mismo tiempo permitan una efi-
ciente digestion de las proteinas dentro de las ban-
das de gel. La técnica permite analizar por
espectrometria de masas las digestiones obtenidas
en geles de focalizacion isoeléctrica.

3. Un nuevo procedimiento para el reanalisis de pro-
teinas contenidas en bandas de geles de SDS por
electroforesis en geles de IEF e IPG.

Estos resultados se integran en un método que per-
mite la identificacion de proteinas por espectrometria
de masas a partir de separaciones en geles de
focalizacion isoeléctrica, utilizando esta técnica como
una segunda dimension de separacion tras la resolu-
cidn inicial de geles de SDS.

Conclusiones

La combinacion de estos elementos tecnologicos ha
permitido disefiar un protocolo de digestion de pro-
teinas de alta eficiencia y un procedimiento para el
reanalisis de proteinas separadas en geles de SDS me-
diante un segundo principio, en este caso la focalizacion
isoeléctrica. Estos procedimientos se han aplicado con
éxito a la identificacion de interleucina 6 [1], estrepto-
quinasa y eritropoyetina [2] y de las modificaciones
postraduccionales (sitios de fosforilacion) de la
oncoproteina 18 (stathmina) [3]. Actualmente la tec-
nologia desarrollada para el reanalisis de proteinas se-
paradas en geles de SDS por focalizacion isoeléctrica
esta siendo utilizada en la identificacion de proteinas
naturales.
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