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Evaluacion de un péptido quimérico NS4/NS5 para la deteccidon

de anticuerpos contra VHC

Ivonne Gémez, Milenen Hernandez, Carlos Martinez, Marleby Garcia, Antonio Melchor

Centro de Inmunoensayo, Ciudad de La Habana, Cuba.

Para el diagnéstico del virus de la hepatitis C, se utilizan las pruebas de Elisa, debido a su
sensibilidad y especificidad. Gran parte de estas pruebas se basa en el empleo de péptidos
sintéticos y, en la actualidad, de péptidos quiméricos. En este estudio se sintetizd un péptido
quimérico que comprende secuencias inmunodominantes de las regiones no estructurales
NS4 y NS5 del virus de la hepatitis C. El péptido representativo de las dos secuencias esta
separado por un brazo espaciador de dos residuos de glicina. El péptido se evalué como
antigeno en un ensayo UMELISA, utilizando muestras positivas (n=30), muestras negativas
(n=40) y el panel de Boston Biomedica Inc. (n=40). Los resultados del péptido quimérico NS4/
NS5 se compararon con los resultados de los péptidos individuales NS4 y NS5 y con la
mezcla de estos dos péptidos. Los resultados de los péptidos individuales coinciden con los
datos informados en la literatura. Con la mezcla de los péptidos, no aumenté la deteccion de
muestras positivas, pero con el péptido quimérico se logré aumentar la sensibilidad.
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Evaluation of a chimeric peptide NS4 and NS5 for HCV antibody detection

Elisa tests are widely used for the diagnosis of hepatitis C virus infection because of their
sensitivity and specificity. Most of the Elisas are based on the use of synthetic peptides. At
present, chimeric peptides are being used. In the present study, a chimeric peptide with
immunodominant sequences of the NS4 and NS5 nonstructural regions of the hepatitis C virus
was synthesized. The representative peptide of the two sequences was separated by a glycine-
glycine spacer. The peptide was tested as antigen in an UMELISA assay, using positive samples
(n=30), negative samples (n=40) and a panel from Boston Biomedica Inc. (n=40). Results from
the NS4 and NS5 chimeric peptide were compared with the results from the NS4 and NS5
individual peptides and with the mixture of these two peptides. Results of individual peptides
coincide with those previously reported. The mixture of the two peptides did not increase the
detection of positive samples, but the chimeric peptide increased sensitivity.
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El virus de la hepatitis C (VHC), descubierto en
1989, es el mayor agente causal de la hepatitis
postransfusional en el mundo (1,2). Tiene un
genoma de ARN de cadena simple con sentido
positivo de 9.500 nucledtidos (9,4 kilobases),
aproximadamente, que codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3.000
aminodcidos, con elevado grado de heteroge-
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neidad genética y que se puede fragmentar en
tres proteinas estructurales (C, E1 y E2/NS1) y
seis no estructurales (NS2, NS3, NS4a, NS4b,
NS5a y NS5b).

Su transmision es parenteral (60-70% de los
casos), asi como por transfusiones de sangre y
por el uso de drogas intravenosas. En menor grado,
se ha identificado por transmision sexual,
intrafamiliar y de madre a hijo. En el 30 a 40% de
los casos, ho se han identificado los factores de
riesgo (1).
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Para la deteccién de este virus, se utilizan
ampliamente las pruebas de Elisa por las ventajas
gue reporta en cuanto a sensibilidad y especi-
ficidad (3). Estos ensayos se basan en la mezcla
de péptidos sintéticos (4) y proteinas recombi-
nantes de las regiones inmunodominantes del vi-
rus. En los Ultimos afios, se estan empleando en
el diagnoéstico péptidos quiméricos de diferentes
regiones del virus (5).

En este trabajo, se sintetizaron péptidos inmuno-
dominantes de las regiones no estructurales NS4
y NS5, asi como un péptido quimérico que
comprende ambas regiones unidas por un brazo
espaciador glicina-glicina. Se presentan los
resultados comparativos de ese péptido quimerico
con los péptidos individuales.

Materiales y métodos
Sintesis de péptidos

Con el empleo de la prediccion de los
determinantes antigénicos de las proteinas (1,6},
se sintetizaron tres péptidos representativos del
virus de la hepatitis C. Los péptidos NS4 de 17
aminodcidos (1920-1950) y NS5 de 20 amino-
acidos (2290-2330) representan secuencias
inmunodominantes de las regiones no estructu-
rales NS4 y NS5, respectivamente. El péptido
NS4/NS5 comprende las secuencias de las dos
regiones no estructurales, separadas por un brazo
espaciador de dos glicinas. Los péptidos se
sintetizaron en fase sélida por el método descrito
por Merrifield en 1963, siguiendo la estrategia Boc-
en bolsas de polipropileno (Biotech. Instruments,
USA) (7). Se utilizaron 100 mg de la resina 4-
metilbencilhidrilamina (MBHA) (100-200 mesh, 1
mmol/g, Bachem) (8) y el grupo alfa-amino de los
aminoacidos protegidos con el grupo Boc-
(Bachem, Suiza). Las reacciones de acoplamiento
se realizaron por activacion del grupo carboxilo
de cada aminodcido con cantidades equivalentes
de DIPCDI 0,2 mol/l en diclorometano (DCMj. La
eficiencia del acoplamiento de los aminoacidos
protegidos se verificé con ayuda del ensayo de
ninhidrina. La proteccion temporal (Boc-) se elimind
con acido trifluoracético a 37,5% en DCM (7,8).
La desproteccién final se hizo por el método low-
high con acido fluorhidrico (HF) puro para analisis
(Fluka, Suiza) (7,8). La extraccion del péptido se
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hizo con acido acético al 30% en agua destilada.
El extracto final diluido en agua se liofilizo en una
liofilizadora Edwards de tecnologia inglesa de 9
kg de capacidad en el condensador.

Caracterizacion de los péptidos siniéticos

La determinacion de la pureza de los péptidos
sintéticos se hizo por el sistema HPLC (High Per-
formance Liquid Chromatography), mediante
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) (9), en
la que se aplicaron 0,2 mg de péptido (gradiente:
0-60% B (33'); velocidad de flujo: 0,5 ml/min;
velocidad del papel: 2 mm/min; sensibilidad: 0,1
AUFS y temperatura: 22 °C). En los cromatogra-
mas se observd una sefa! principal que se
correspondia con la maxima actividad de los
péptidos en el UMELISA. La caracterizacion del
péptido quimérico se realizé mediante la
espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption of lons Time of Flight)
(10) y el peso molecular coincidié con el peso
molecular tecrico.

Recubrimiento de [a fase solida

Con cada uno de los péptidos por separado, se
prepard una disolucion a 2 mg/ml en carbonato-
bicarbonato, 0,05 mol/l, pH 8,6. Como fase sélida,
se emplearon placas de poliestireno irradiado (11)
con capacidad para 30 m! (placas UMELISA,
Greiner labortechnik, Alemania), las que se
recubrieron a 15 ml/pocillo y se incubaron 4 horas
a 37 °C. La placas se lavaron con una disolucion
amortiguadora de PBS-T (8 g de NaCl; 1,215 g de
Na,HPO,-2H,0; 0,2 g de KH,PO,; 0,2 g de NaN,;
0,5 mL de Tween-20 para un volumen de 1.000 mi
de agua destilada y pH de 7,3-7,5), y, posterior-
mente, se bloquearon con una disolucién de
preservo (sacarosa al 5% y BSA al 1% en PBS-

Tween) durante toda la noche a temperatura

ambiente (20-25 °C). Se aspiro6 la disolucién de
preservo y la fase sélida se dejé secar a 37 °C
durante 2 horas. Las placas recubiertas se
conservaron a 4 °C en una cubierta protectora
hasta el momento de su uso (1).

Ensayo UMELISA

Las muestras por evaluar se diluyeron 1:20 en
suero de carnero al 5% en una disolucién
amortiguadora Tris-HCI (15 mmol/| de Tris; pH 7,8
y 0,05% Tween-20) y se incubaron 30 minutos a
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37 °C enlas placas de reaccion. Se lavé tres veces
con la disolucion amortiguadora Tris-HCI para
eliminar los componentes no fijados y se adiciono
un conjugado anti-lgG humana en carnero
marcada con fosfatasa alcalina (Bdehringer
Mannheim GmbH, Alemania), que se incub6 du-
rante 30 min a 37 °C. Se realizd un huevo lavado
en las mismas condiciones y se ahadio, entonces,
el sustrato fluorigenico 4-metilumbeliferilfosfato
(Koch Light Ltd. Haverhill, Suffolk, England), el
cual se incubo durante 30 minutos a temperatura
ambiente (12). La fluorescencia emitida fue medida
en un fluorimetro de la serie SUMA® (PR-521,
Centro de Inmunoensayo) (excitacion a 365 nmy
emision a 450 nm). En todos los experimentos se
incluyeron controles positivos y negativos; los
ensayos se realizaron por cuadriplicado y las
muestras se analizaron por duplicado.

Muestras

Se analizaron muestras positivas de diferente
procedencia (n=30}, confirmadas por el ensayo
confirmatorio Deciscan HCV, muestras negativas
(n=40) y muestras pertenecientes a los paneles
PVH103 (bajo titulo) y PYH204 (mixto} de Boston
Biomedica inc. (n=40).

Parametros de evaluacion clinica

Segun estudios previos, se determind como nivel
de corte 0,3.

Se consideraron positivas todas las muestras
donde (13):

R donde: Nc: nivel de corte

Ty >1 R: relacién de corte
Fm: fluorescencia de
la muestra

Fm —Xb
R = ( ) x 0,3 Xb: media del blanco

Fmenor: fluorescencia
menor del positivo

(Fmenor — Xb)

Entre los parametros de evaluacion clinica, se
seleccionaron la sensibilidad y la especificidad,
donde (13):

donde:
VP: verdaderos
VP positivos
S=———x100 %
VP + FN FN: falsos
negativos

PEPTIDO QUIMERICO PARA ANTICUERPOS CONTRA VHC

VN
E=————x100 %
VN + FP VN: verdaderos
negativos
FP: falsos
positivos.

Resultados y discusion

Se realizo la prediccion de secuencias antigénicas
de la regién no estructural del VHC, basandonos
en escalas de propension para sitios antigénicos
y para ello se empled Microsoft Excel version 7.0.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se realizo
la sintesis en fase sélida de un péptido de la regién
no estructural (NS4) del VHC. El peso molecular
tedrico de este péptido fue de 2.208,73 kDa.

Empleando un ensayo UMELISA, se analizaron
28 muestras positivas a esta regién (figura 1). El
péeptido NS4 se sintetiz6 de una zona que
comprendia una secuencia similar a uno de los
péptidos sintetizados por Deleys y colaboradores
en 1982 (87%}); sin embargo, solamente se cbtuvo
60,7% (17/28) de reactividad (14). Las 40 muestras
informadas como negativas resultaron negativas
en el ensayo (figura 1), lo cual implica 100% de
especificidad. Los resultados de los valores de
las muestras, tanto positivos como negativos, se
muestran en el cuadro 1, considerandose positivas
las muestras cuyos valores son superiores a 1.

En 1995, Khudyakov y colaboradores (15)
sehalaron que en 20 péptidos de esta region
encontraron reactividad antigénica en siete de
ellos, siendo muy fuerte en cinco, en tanto que en
cuatro observaron reconocimiento de la region 5-
1-1 localizada en el antigeno ¢100-3.

Se analizé un total de 40 muestras de los paneles
de Boston Biomedica Inc., 15 muestras del
PVH103 (bajo titulo) y 25 muestras del PVH204;
los resultados se muestran en el cuadro 2. Como
referencia se emplearon los resultados de RIBA
3.0

Los resultados que se muestran en el cuadro 2 se
repitieron en todos los ensayos realizados. Este
péptido mostré baja reactividad (37,5 y 14,28%)
frente a los paneles PVYH103 y PVH204 en las
condiciones de nuestro ensayo. Estos resultados
coincidieron conlo informado porWang en 1991 (16).
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R/Nc
i=S

0 10 20 30 40 50
Muestras

Figura 1. Resultados del péptido NS4 con muestras positivas y negativas.

La baja reactividad de este péptido de la region
NS4 frente a las muestras positivas evaluadas
puede deberse a que los anticuerpos de las
muestras no reconozcan ninguno de los
determinantes antigénicos presentes en el péptido
NS4; a que los titulos de anticuerpos no sean lo
suficientemente altos en correspondencia con la
concentracion del antigeno enfase solida, o a que
la disposicion espacial de los determinantes
antigénicos al unirse a la fase sdlida no sea la
adecuada y queden solapados.

Segun el mismo procedimiento descrito para el
péptido NS4 y a lo informado en la literatura, se
realizo |a sintesis en fase sélida de un péptido de
la region no estructural (NS5) del HCV. El peso
molecular tedrico del péptido sintetizado fue de
2.288,93 kDa.

En el ensayo UMELISA, se analizaron 20
muestras positivas a esta region (figura 2). Para
estas muestras, se obtuvo 81,25% de sensibilidad
(13/20). Las 40 muestras informadas como
negativas resultaron negativas en el ensayo (figura
2), lo cual implica 100% de especificidad. Los
resultados de los valores de las muestras, tanto
positivos como negativos, se muestran en el
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cuadro 1; igualmente, se consideran positivas las
muestras cuyos valores son superiores a 1.

La secuencia de este péptido es similar a la
reportada por Deleys y colaboradores en 1992
(67%) (14).

La falta de reconocimiento de pocas muestras
positivas por este péptido NS5 puede deberse,
igualmente, a que los anticuerpos de las muestras
no reconozcan ninguno de los determinantes
antigénicos presentes en el péptido NS5; a que
los titulos de anticuerpos no sean lo suficiente-
mente altos en correspondencia con la
concentracion del antigeno en fase sélida, o a
que la disposicion espacial de los determinantes
antigénicos al unirse a la fase sélida no sea la
adecuada y queden solapados.

Se analizo un total de 40 muestras de los paneles
de Boston Biomedica Inc., 15 muestras del
PVH103 (bajo titulo) y 25 muestras del PVH204;
los resultados se muestran en el cuadro 3. Como
referencia, se emplearon los resultados de RIBA
3.0.

Estos paneles poseen muy pocas muestras
positivas a la region NS5, y el péptido NS5 no es



Biomedica 2001;21:33-40

Cuadro 1. Resultados de las muestras negativas y positivas frente a cada uno de los péptidos.

PEPTIDO QUIMERICO PARA ANTICUERPOS CONTRA VHC

NS4 NS5 NS4/NS5 Mezcla
Muestras Negativas Positivas Negativas Positivas Negativas Positivas Negativas Positivas

1 0,047 4,59 0,060 1,11 0,323 4,11 0,028 1,83

2 0,067 0,46 0,070 1,34 0,040 3,65 0,218 2,94

B 0,100 3,85 0,527 1,47 0,467 1,98 0,113 1,68

4 0,043 6,02 0,577 0,59 0,167 5,42 0,233 0,94

5 0,417 0,53 0,363 1,03 0,083 3,14 0,267 3,12

G 0,653 4,92 0,674 0,57 0,873 1,65 0,345 1,09

7 0,297 0,26 0,280 0,58 0,017 1,36 0,239 1,33

8 0,283 0,26 0,053 5,43 0,690 1,16 0,098 0,89

9 0,407 1,15 0,300 0,11 0,203 1,23 0,070 0,68
10 0,287 1,02 0,270 6,45 0,167 0,50 0,034 1,01
11 0,400 0,45 0,587 1,28 0,107 3,04 0,143 1,23
12 0,437 1,77 0,637 1,20 0,130 2,78 0,187 2,39
13 0,337 1,63 0,497 2,08 0,593 3,30 0,337 2,11
14 0,407 1,04 0,892 5,33 0,113 1,26 0,038 0,84
15 0,003 0,19 0,120 2,94 0,148 1,19 0,063 0,80
16 0,210 1,24 0,343 3,00 0,187 278 0,180 1,74
17 0,003 1,23 0,213 0,33 0,285 2,23 0,230 1,66
18 0,190 2,17 0,330 0,27 0,197 3,68 0,250 1,91
19 0,007 1,77 0,120 5,88 0,170 3,58 0,186 3,00
20 0,003 1,90 0,057 0,33 0,197 3,69 0,107 2,97
21 0,023 1,29 0,103 0,23 0,176 1,25 0,134 1,39
22 0,003 1,16 0,003 0,39 0.143 1,27 0,186 1,00
23 0,070 0,25 0,037 0,35 0.093 0,64 0,186 2,72
24 0,023 0,23 0,090 0,33 0,193 1,42 0,210 2,95
25 0,073 0,21 0,123 4,34 0,417 1,37 0,513 2,13
26 0,080 1,35 0,020 0,18 0,587 2,45 0,623 1,71
27 0,003 0,08 0,013 0,25 0,386 2,12 0,432 1,88
28 0,003 4,68 0,003 0,32 0,653 1,20 0,597 0,92
29 0,003 0,47 0,003 0,24 0,593 1,28 0,347 0,39
30 0,027 0,12 0,030 0,38 0,432 0,15 0,303 0,41
31 0,003 0,58 0,100 0,32 0,327 0,35 0,270 1,29
32 0,057 0,23 0,097 0,43 0,132 0,17 0,170 3,51
33 0,103 0,73 0,137 0,33 0,234 0,25 0,257 0,88
34 0,020 0,20 0,053 0,32 0,312 0,36 0,187 1,38
35 0,007 0,30 0,087 0,34 0,345 0,18 0,223 3,71
36 0,003 0,64 0,037 0,35 0,329 0,25 0,210 2,49
37 0,033 0,54 0,057 0,59 0,078 0,54 0,105 0,65
38 0,003 0,22 0,047 1,03 0.057 0,13 0,064 0,97
39 0,003 0,33 0,063 0,34 0,180 0,28 0,250 0,55
40 0,187 0,19 0,137 0,29 0,403 0,29 0,237 0,38
41 0,26 0,54 017 0,68
42 0,56 0,47 0,23 4,85
43 0,65 0,86 0,14 0,80

capaz de detectar la Unica muestra positiva del
panel PVH103, pero en el panel PVYH204 tiene una
buena reactividad (85,71%). Estos resultados
coincidieron nuevamente con lo informado para
esta secuencia (14).

Debido a que los resultados obtenidos con el
péptido NS4 no fueron los mejores y a que la alta

reactividad antigénica de la regién NS5 sugiere
que puede ser significativa en el diagnostico (15),
se decidio sintetizar un péptido quimérico.

La sintesis se realizé mediante el método en fase
sélida (7). Este péptido quimérico comprende las
secuencias de NS4 y NS5 unidas mediante un
brazo espaciador Gli-Gli (5).
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Figura 2. Resultados del péptido NS5 con muestras positivas y negativas.

Cuadro 2. Resultados del péptido NS4 con las muestras de
los paneles de la Boston Biomedica Inc.

Panel PVH204
(mixto)

Panel PVH103
{bajo titulo)

Positivas Negativas Positivas Negativas

Muestras 3/8 77 3/21 4/4
Sensibilidad (%) 37.5 - 14,28 -
Especificidad (%) - 100 - 100

Cuadro 3. Resultados del péptido NS5 con las muestras de
los paneles de la Bosfon Biomedica Inc.

Panel PVH204
(mixto)

Panel PVH103
{bajo titulo)

Positivas Negativas Positivas Negativas

Muestras 0n 14/14 6/7 18/18
Sensibilidad (%) 0 - 85,71 -
Especificidad (%) - 100 - 100

La caracterizacion de este péptido fue por
espectrometria de masas MALDI-TOF y el peso
molecular que se obtuvo (3.731,48 kDa) coincide
con el valor tedrico (3.728,53 kDa).

Se realizé un estudio comparativo en el UMELISA
empleando la mezcla de los péptidos individuales
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(NS4 y NS5) vy el quimérico (NS4/NS5), para lo
cual se analizd un total de 30 muestras positivas,
siendo 27 positivas a NS4, 20 a NS5 y 17
presentaron bandas a ambas regiones. Los
resultados de los valores de las muestras, tanto
positivos como negativos, se muestran en el
cuadro 1; igualmente, se consideran positivas las
muestras cuyos valores son superioresa 1. Enla
figura 3 se muestran los resultados de la mezcla,
con un 73,3% de sensibilidad (22/30), y del péptido
quimeérico con una sensibilidad de 96,6% (28/30).
La especificidad obtenida, tanto para la mezcla
como para el quimerico, fue de 100%, ya que todas
las muestras negativas se comportaron como tal
en el ensayo (figura 3).

Con la mezcla de los dos péptidos individuales
(NS4 y NS5) y con el quimérico, se analizaron las
40 muestras de los paneles de Boston Biomedica
Inc.; los resultados se muestran en el cuadro 4.
Como referencia, se emplearon los resultados de
RIBA 3.0.

Al analizar este péptido quimérico frente a los
paneles de |la Boston Biomedica Inc., se observo
un aumento en la deteccion de muestras positivas,
comparada con la de los péptidos individuales y
con las mezclas de ellos.
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Figura 3. Resultados de la mezcla y del peptido quimérico con muestras negativas y positivas.

Cuadro 4. Resultados de la mezcla y del péptido quimérico con las muestras de los paneles de Bosfon Biomedica inc.

Panel 103 (bajo titulo)

Panel 204 {mixto)

Positivas Negativas Positivas Negativas

M Q M Q M Q M Q

Muestras 4/9 719 6/6 6/6 10/21 16/21 4/4 4/4
Sensibilidad (%) 444 77,7 - = 47,16 76,2 - -

Especificidad (%) - - 100 100 - - 100 100

M: muestras; Q: péptido quimérico

Los resultados muestran que al sustituir los
péptidos sintéticos individuales (NS4 y NS5) y la
mezcla de éestos (NS4 + NS5) por el peptido
quimérico (NS4/NS5), se detectan muestras
positivas que anteriormente no se lograban
detectar. Estos resultados coinciden con lo
informado por Rosa y colaboradores en 1995,
Ademas, la introduccién de un brazo espaciador
Gli-Gli no afecta |a reactividad (5), ya que, incluso,
se vio su aumento en el ensayo.

Estos péptidos quiméricos son ampliamente
utilizados para la tipificacion de los diferentes
genotipos del VHC (5).
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