o FINLAY VacciMonitor 2013;22(3):43-46 VAC C I

EDICIONMNES www.finlay.sld.cu/vaccimonitor.htm ON|TOR

Comparacion de la antigenicidad de dos construcciones peptidicas de
mimotopos del virus de la hepatitis A mediante suero de ratones
inmunizados
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La antigenicidad de los péptidos puede variar en dependencia del formato en que sean sintetizados. En el
presente trabajo se compar6 la antigenicidad de dos mimotopos del virus de la hepatitis A en dos formatos
diferentes: como péptidos lineales y como sistemas de péptidos de multiples antigenos. Se emplearon sueros de
ratones que fueron inmunizados con un sistema de péptidos de miltiples antigenos (tetramérico) que contenian
las secuencias peptidicas correspondientes a los dos mimotopos. Los mimotopos 46 y 56, tanto como péptidos
lineales o en forma de sistema de péptidos de multiples antigenos, fueron utiles para evaluar la respuesta de
anticuerpos en el tiempo. El formato de sistema de péptidos de multiples antigenos permitié una mayor sensibilidad
en la deteccién de los anticuerpos inducidos por el inmundgeno. Estos resultados son de importancia en estudios
de inmunogenicidad para una posterior aplicacion de los antigenos evaluados en un ensayo tipo ELISA.
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Introduccion cadenas laterales antigénicas esenciales cuando se unen a
la fase sélida (11). La eficiencia con que se une un péptido
depende de su tamano (11) y de la interacciéon hidrofébica
entre este y la superficie del plastico (12). El sistema de MAP
es utilizado para mejorar la antigenicidad de las secuencias
peptidicas, dada su naturaleza multimérica (6, 8, 9). Esta
alternativa permite superar la capacidad de unién de los
péptidos a la superficie de la placa de microtitulacion y
aumenta la sensibilidad de la deteccion (6, 8, 9). En nuestro
laboratorio se identificaron cuatro mimotopos del virus de la
hepatitis A (VHA) a partir de bibliotecas de péptidos expuestos
en la superficie de fagos filamentosos, los cuales pudieran
tener aplicacién en el desarrollo de un candidato vacunal
contra este patégeno. En el presente trabajo nos propusimos
comparar la antigenicidad de dos construcciones peptidicas
de estos mimotopos, empleando sueros de ratones
inmunizados.

Los péptidos sintéticos que simulan epitopes especificos de
proteinas infecciosas virales se emplean en sistemas
diagnoésticos para varias enfermedades y en el disefo
molecular de vacunas (1-9).

Resultados contradictorios se han obtenido con respecto a
la antigenicidad de los péptidos debido a que los mismos
pueden adoptar diferentes conformaciones al emplearlos en
inmunoensayos. Estas diferencias se han reportado al usarlos
como péptidos libres en solucién, conjugados a proteinas,
sistema de péptidos de multiples antigenos (MAP, del inglés,
Multiple antigen peptide) (10).

Por otra parte, la conformacién peptidica particular que
preferiblemente reconocen los anticuerpos no es posible
predecirla, por lo que para emplear péptidos como antigenos
de recubrimiento en ensayos inmunoenzimaticos es
indispensable evaluar su antigenicidad en diferentes formatos
(8, 10). Sintesis de péptidos lineales y MAP

Materiales y Métodos

Los péptidos de pequefio tamafio son empleados para la Se sintetizaron comercialmente dos péptidos lineales (Pierce,

deteccién de anticuerpos (8). Estos péptidos, particularmente United Kingdom), de acuerdo con dos de las secuencias (BA1-
aquellos que carecen de cadenas laterales hidrofdbicas, por 46 y BA1-56) identificadas previamente (13), las cuales se
lo general son poco antigénicos en inmunoensayos de fase seleccionaron a partir de una biblioteca de péptidos
soélida (11). Lo anterior explica por su pobre capacidad para expuestos en fagos, empleando sueros de pacientes
unirse a estas superficies, asi como por la pérdida de su positivos a anticuerpos anti-HAV (Fig 1). Los péptidos

anteginicidad, debido a una posible no exposicién de las tuvieron mas del 95% de pureza.
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Fig. 1. Antigenos sintéticos que contienen los mimotopos del
VHA. A. Secuencia del mimotopo 46. B. Secuencia del mimotopo
56.

Tres MAPs (MAP46-56, MAP46, MAP56) de cuatro
ramificaciones se sintetizaron en el Laboratorio de Péptidos
Sintéticos de la Divisién de Quimica Fisica del Centro de
Ingenieria Genética (CIGB), de La Habana, Cuba (Fig. 1). Se
sintetizaron en fase soélida usando la estrategia Fmoc/tbu
(14). Los MAPs se purificaron por cromatografia liquida en
fase reversa (RP-HPLC); fueron caracterizados por HPLC
analitica y espectrometria de masas y tuvieron mas del 95%
de pureza.

Inmunizacion de ratones

Ratones BALB/c machos (cinco por grupo) se inmunizaron
intraperitonealmente (i.p) con 100 ug del MAP46-56,
emulsificado 1:1 en adyuvante completo de Freund (ACF) y
se reinmunizaron con 100 ug de antigeno emulsificados 1:1
en adyuvante incompleto de Freund (AIF) a los 14, 28 y
42 dias. Un grupo control se inmunizé con solucién salina
tamponada (SST) incorporado en ACF/AIF. Las muestras de
sueros se colectaron antes de la primera inmunizacion (suero
preinmune) y 14 dias después de cada inmunizacion se
almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion. Los experimentos
en animales se llevaron a cabo de acuerdo con los
requerimientos legales de las autoridades nacionales.

Ensayo de ELISA

Placas de 96 pozos (Nunc Maxisorp F8, Life Technologies
Limited, Paisley) se recubrieron con los péptidos lineales y
los MAP46-56, MAP46 y MAP56 a una concentraciéon de
10 ug/mL y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Se
lavaron tres veces con SST/0,05% Tween 20 (SST-T) y se
bloquearon con SST-T/3% leche descremada durante 1 h a
37 °C. Las muestras de sueros (diluidas 1/50) se adicionaron
(100 L/pozo) por duplicado y se incubaron 2 h a 37 °C. Las
placas se lavaron tres veces con SST-T y se incubaron 1 h a
37 °C con 100 ulL/pozo de anti IgG de ratédn conjugada con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma-Aldrich, Reino
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Unido, diluido 1:5000). Después de lavadas las placas la
reaccion se desarrollé durante 15 min con sustrato o-
fenilendiamina dihidroclorada (OPD) y se detuvo con H,SO,
0,1M; la absorbancia a 492 nm se registré6 mediante un lector
de ELISA automatico (Dinex Technologies, Reino Unido). Las
densidades 6pticas (DO) 492 nm se analizaron para evaluar
cada antigeno en cuanto a su capacidad de ser reconocidos
por los anticuerpos inducidos en los diferentes tiempos
estudiados. La razon de las DO 492 nm del suero immune/
DO 492 nm suero preinmune se empled6 para comparar los
diferentes antigenos en cuanto a su capacidad para ser
reconocidos por anticuerpos antipéptido.

Para la titulacién de los anticuerpos antipéptidos se empleé
el ELISA, previamente descrito. Se evaluaron diluciones
(1/50, 1/100, 1/500, 1/1000, 1/5000 y 1/10000) de los sueros.
El titulo de anticuerpos antipéptidos se definié6 como la més
alta dilucién donde el valor de DO 492 nm fuese tres veces la
desviacion estandar del valor de DO 492 nm obtenida para el
suero preinmune.

Analisis estadistico

Se evalud la anormalidad de la distribucion de los datos
directos o transformados (log 10, Kolmogorov-Smirnov con
Dallal-Wilkinson Lillie para el valor de P), asi como la
homogeneidad de varianza (Bartlett's test). Para comparar
la antigenicidad de los diferentes antigenos se emple6 el
Analisis de Varianza (One-way ANOVA) y para evaluar el
reconocimiento del mismo antigeno por los anticuerpos
después de inmunizaciones sucesivas se empleé el ANOVA
de medidas repetitivas. Posteriormente las medias se
compararon mediante la prueba de comparaciéon multiple de
Turkey. Para los andlisis se utiliz6 el programa estadistico
GraphPad Prism (San Diego, CA, USA, http://
www.graphpad.com). Los valores de p < 0,05 se consideraron
significativos.

Resultados y Discusion

Induccion de la respuesta de anticuerpos anti-
MAP46-56

El MAP46-56 es un heterodimero de cuatro ramificaciones
con dos copias de cada uno de los péptidos que lo forman
(46 y 56). Para la induccién de anticuerpos anti-MAP46-56
en los ratones se empleé un esquema de cuatro
inmunizaciones cada 14 dias. Para determinar la induccion
de respuesta de anticuerpos contra este MAP se emple6 un
ELISA en el cual dicho MAP se empledé como antigeno de
recubrimiento. Los anticuerpos anti-MAP46-56 se indujeron
a partir de la tercera inmunizacién p < 0,001 (dia 42) (Fig. 2).
No se encontraron diferencias significativas en los niveles de
anticuerpos producidos a los dias 42 y 56 p > 0,05 (Fig. 3). El
grupo control no desarroll6 anticuerpos anti-MAP46-56 en
ninguno de los tiempos evaluados (Fig. 2). Los sueros de
estos ratones inmunizados se emplearon para comparar las
dos construcciones peptidicas que contienen los mimotopos
46 y 56 en cuanto a su capacidad de ser reconocidos por los
anticuerpos.



Aguilar A, et al. VacciMonitor 2013;22(3):43-46

08 4

o
@
L

DO (492 nm)

o
Y
1

02 4

28 42 56

Dias postinmunizacion

|+ MAP46-56 —ll—MAP46 —4— MAPS6 —X— P46 —%— P56 —8—SST |

Fig. 2. Determinacion de induccioén de respuesta en el tiempo
por el MAP46-56 empleando los diferentes antigenos de
recubrimiento. Las diferencias estadisticamente significativas se
indican en la Figura como: p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***,
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Fig. 3. Determinacion de los niveles de anticuerpos inducidos
por el MAP46-56 a los 42 y 56 dias empleando los diferentes
antigenos de recubrimiento. Las diferencias estadisticamente
significativas se indican en la Figura como: p<0,05*, p<0,01**,

Comparacion de la antigenicidad de los
mimotopos 46 y 56 como péptidos lineales
y MAPs

Evaluacion de dos formatos peptidicos para
determinar la induccién de respuesta en el tiempo

Dado que los péptidos adoptan diferentes conformaciones
al emplearlos en inmunoensayos, es muy Util evaluar la
antigenicidad de los mismos en diferentes formatos (8). En el
presente trabajo para evaluar la antigenicidad de los
mimotopos 46 y 56 se sintetizaron dos formatos diferentede
cada secuencia peptidica: péptidos lineales y MAPs
tetraméricos compuestos por cuatro copias de los péptidos
en estudio (Fig. 1), los cuales se emplearon como antigenos
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de recubrimiento en el ELISA y se enfrentaron a los sueros
de los ratones inmunizados con el MAP46-56.

El suero preinmune y los obtenidos a los dias 14 y 28 no
reconocieron los dos péptidos evaluados en ninguno de los
formatos sintetizados; solo los sueros obtenidos a los dias
42y 56 mostraron reconocimiento, como era esperado, debido
a que el MAP46-56 indujo respuesta a partir de la tercera
inmunizacién (Fig. 2). Para un mismo formato peptidico no
hubo diferencias en el reconocimiento de los péptidos 46 y
56 por los sueros obtenidos al dia 42 y 56. Los péptidos 46 y
56, tanto los lineales como en el formato de MAP detectaron
la presencia de los anticuerpos especificamente en los
tiempos en los cuales se produjeron (42 y 56 dias) tal y como
fue previamente determinado al emplear el MAP46-56. Los
resultados fueron coincidentes con independencia del
antigeno de recubrimiento empleado. De lo anterior podemos
plantear que ambas construcciones peptidicas resultaron
Utiles para evaluar la induccion de respuesta de anticuerpos
en el tiempo.

Determinaciéon de niveles de anticuerpos inducidos
empleando los dos construcciones peptidicas

Las secuencias peptidicas 46 y 56 en el formato MAP fueron
mejor reconocidas por los anticuerpos que como péptidos
lineales (Fig. 3 y Fig. 4). Ambos péptidos en forma de MAP
fueron reconocidos por diluciones mayores de los sueros
(Fig. 4). Estudios comparativos entre MAPs y péptidos lineales
demuestran que el arreglo multimérico de los MAPs permite
superar la dificultad de los péptidos lineales para unirse a las
superficies solidas, lo que resulta en una mejor capacidad de
unién a dichas superficies y por tanto en un aumento de la
sensibilidad, en comparacion con sus respectivos monémeros
(12, 15). Se plantea que los MAPs son capaces de unir una
cantidad significativamente mayor de anticuerpos que el
péptido monomérico a la misma concentracion (11). Esto
puede estar favorecido debido a que en la estructura del
MAP el péptido antigénico representa mas del 80% de la
misma (11). Con los MAPs se detectan bajas concentraciones
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Fig. 4. Determinacion de titulos de anticuerpos antipéptidos a
los dias 42 y 56 empleando los diferentes antigenos de
recubrimiento.
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de anticuerpos en el suero (16, 17), lo cual explica que los
titulos de anticuerpos calculados cuando se emplearon los
MAPs como antigenos de recubrimiento fueron mayores que
al emplear péptidos lineales. Los péptidos 46 y 56, tanto
como péptidos lineales o en forma de MAPSs, fueron Utiles
para evaluar la respuesta de anticuerpos en el tiempo. El
formato MAP permitié una mayor sensibilidad en la deteccién
de los anticuerpos inducidos por el inmundégeno. Estos
resultados son de importancia para una posterior aplicacién
de los antigenos evaluados en un ensayo tipo ELISA para
estudios de inmunogenicidad.
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Antigenicity comparison of two peptidic constructions of mimotopes from Hepatitis
A virus using immunized mice serum

Abstract

Antigenicity of peptides may vary depending on the format in which the peptide sequence is synthesized. In this
study we compared the antigenicity of two mimotopes of hepatitis A in two different formats: linear peptides and
multiple antigen peptides. Sera from mice were immunized with a tetrameric multiple antigen peptide containing
the two mimotope peptide sequences. Mimotopes 46 and 56 were useful to evaluate the time course of the
antibody response either as linear peptides or in the multiple antigen peptide formats. The Multiple antigen
peptide formats allowed greater sensitivity in the detection of antibodies induced by the immunogen. These
results are important for further application of the evaluated antigens in an ELISA for inmunogenicity studies.

Key words: synthetic peptides, antigenicity, hepatitis A.
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