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INTRODUCCION

Investigaciones recientes realizadas en
nuestro y otros laboratorios han probado
la eficacia de los péptidos sintéticos tanto
en diagndstico' como en la induccién de
respuestas humorales®® y citotéxicas’, que
podrian ser efectivas para el tratamiento
de pacientes crdnicamente infectados.
Dentro de este campo, son de especial
relevancia las infecciones por los virus de
la hepatitis B (HBV) y C (HCV). La anica
alternativa actual de tratamiento de
pacientes cronicamente infectados por
estos virus es el interferéon alfa (IFN-or)
recombinante, con una eficacia del 30%®.
En el caso de la hepatitis C, la respuesta al
IFN-o. parece estar ligada al genotipo del
virus’.

Dado el alto porcentaje de pacientes
con hepatitis cronica By C, y dado la poca
eficacia del tratamiento con IFN-o, es de
primordial importancia desarrollar nuevas
terapias para tratar a dichos pacientes.
Nuestro laboratorio ha desarrollado estra-
tegias de inmunizacién que permiten que
cepas de ratones que no responden a la
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inmunizacién con un antigeno, en concreto
el antigeno de superficie del HBV, respon-
dan mediante la inmunizacidén conjunta
con el antigeno y un péptido sintético
capaz de inducir una respuesta T helper®.
Pensamos que esta estrategia podria ser
atil en el tratamiento de enfermos con
infecciones cronicas virales en los que la
respuesta T frente al virus sea pobre o
nula, como es el caso de la hepatitis croni-
ca B. Para probarlo se escogi6é el modelo
de la marmota, dado que esta especie se
infecta por el virus WHV (Woodchuck
Hepatitis Virus), perteneciente a la misma
familia que el HBV, que causa en marmotas
una enfermedad hepéatica con la misma
sintomatologia que la hepatitisB en el
hombre'.

Dado que la respuesta al IFN-o en los
pacientes infectados por HCV parece estar
ligada al genotipo del virus®, el tipaje de
éste seria de gran utilidad para establecer
prioridades en el tratamiento. El tipaje del
HCV puede llevarse a cabo con precision
mediante técnicas de biologia molecular.
Sin embargo, estas técnicas no son de facil
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manejo y no estan al alcance de muchos
laboratorios. Un ensayo alternativo seria
un ELISA basado en péptidos sintéticos.
Asi, Simmonds y col", utilizando péptidos
de la proteina NS4, logran tipar tres tipos
de virus. Sin embargo, este método no per-
mite diferenciar entre los genotipos la y
1b. Pensamos que el empleo de un panel
de péptidos mas amplio, provenientes de
las diferentes proteinas del HCV, permitiria
desarrollar un ensayo capaz de diferenciar
no solamente tipos sino también subtipos.

Seglin estas premisas nos propusimos
los siguientes objetivos:

- Estudiar si la inmunizacién conjunta
con antigeno de superficie del WHV
(WHsAg) y un péptido DTh adecuado es
capaz de inducir una respuesta humoral
frente al antigeno en marmotas con hepati-
tis crénica.

- Estudiar la respuesta humoral frente
a las distintas proteinas del HCV en pacien-
tes infectados con virus de distintos geno-
tipos, con el objeto de encontrar péptidos
especificos de tipo y subtipo que pudieran
ser utilizados en un ELISA de serotipaje.

MATERIAL Y METODOS

Antigeno y péptidos. Hepatitis B

El antigeno de superficie del WHV
(WHsAg) se aisld de una mezcla de sueros
de animales crénicamente infectados por
WHV, mediante centrifugacién en gradien-
te de sacarosa y posterior centrifugacion
en gradiente de cloruro de cesio™. El pépti-
do Mbl06-118, que comprende los resi-
duos 106-118 de la mioglobina de esperma
de ballena y cuya secuencia de aminoAci-
dos es FISEAHVLHSR, se sintetiz6 manual-
mente siguiendo el método en fase solida
de Merrifield” y la alternativa F-moc". Se
uso el test de la ninhidrina para controlar
cada paso de la sintesis®.

Inmunizacién de las marmotas y segui-
miento de los marcadores virales y del
dano hepatico. Hepatitis B

Se inmunizaron tres marmotas crénica-
mente infectadas por el WHV (M845, M848
y M023) y una no infectada (M1D) con el
antigeno de superficie del WHV (WHsAg)
conjuntamente con el péptido Mb106-118
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(50 mg y 200 mg respectivamente por mar-
mota). Este péptido fue escogido por
haber demostrado ser un buen Determi-
nante T Helper (DTh) en diversas cepas de
ratén, aunque no sabifamos si serfa reco-
nocido como DTh por las marmotas. Como
control, se inmunizé una marmota cronica-
mente infectada por WHV (M079) sélo con
el péptido Mb106-118 (200 mg) y otra mar-
mota (M342), también portadora cronica
del virus, s6lo con WHsAg (50 mg). Las
marmotas recibieron tres dosis de recuer-
do cada 30 dias. Se extrajeron muestras de
suero cada 15 dias. Las marmotas fueron
seguidas hasta 2 meses después de la talti-
ma inmunizacién. Los marcadores virales
estudiados fueron los niveles séricos del
DNA viral, medido por Dot Blot, y los nive-
les séricos del WHsAg, por ELISA. Como
indicadores del dafio hepatico se conside-
raron los niveles séricos de la gamma-glu-
tamiltranspeptidasa (y-GTP) y los de la bili-
rrubina total, ambos medidos por pruebas
bioquimicas.

Estudio de las respuestas humoral y T
helper inducidas. Hepatitis B

Los titulos de anticuerpos (Ac) induci-
dos frente al WHsAg y frente al péptido
Mb106-118 se midieron mediante ELISA,
pegando en la placa el antigeno correspon-
diente (WHsAg o Mb106-118) y revelando
con proteina-A peroxidasa. El estudio de la
respuesta T helper se realiz6 mediante el
ensayo de produccién de IL-2. Los linfoci-
tos de sangre periférica de las marmotas
inmunizadas se reestimularon in vifro con
WHsAg y/o con Mb106-118. Tras 24 horas
de cultivo, se tomaron 50 ml de sobrena-
dante y se midi6 la cantidad de IL-2 produ-
cida por un bioensayo basado en la depen-
dencia del IL-2 por parte de la linea celular
CTL.L. Los resultados obtenidos, en cuen-
tas por minuto (cpm), se expresan como
indices de estimulacion (IE) (cociente de la
media de las cpm obtenidas por triplicado
frente al WHsAg o al Mb106-118 y la media
de las cpm obtenidas de tres controles
negativo con medio de cultivo). Se consi-
deraron significativos 1E>3.

Péptidos sintetizados. Hepatitis C

Se sintetizaron 601 péptidos de los dis-
tintos genotipos, pertenecientes a las dis-
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tintas proteinas del virus: 6 péptidos per-
tenecientes a 2 zonas de la proteina core,
93 de 14 zonas de la proteina E1, 29 de 7
zonas de la proteina E2, 10 de 2 zonas de la
proteina NS2a, 50 de 10 zonas de la protei-
na NS2b, 67 de 14 zonas de la proteina NS3,
15 de 2 zonas de la proteina NS4a, 47 de 13
zonas de NS4b, 153 de 31 zonas de NSba y
134 péptidos de 27 zonas de NS5b. La lon-
gitud de los péptidos varié entre 7 y 16
aminodcidos.

Genotipaje de sueros. Hepatitis C

Se estudiaron tres grupos de sueros de
pacientes con hepatitis cronica C. El pri-
mero, formado por 92 sueros de la serote-
ca del Departamento de Medicina Interna
de la Universidad de Navarra (Navarra-1),
se utilizo para estudiar la presencia de
anticuerpos frente a todos los péptidos
sintetizados. Los otros dos grupos de sue-
ros: 114 sueros de Méjico y 58 nuevos sue-
ros de la seroteca del Departamento de
Medicina Interna (Navarra-2), se utilizaron
para ampliar y confirmar los resultados
obtenidos con el primer grupo. Los sueros
de los tres grupos fueron genotipados uti-
lizando la técnica de hibridacion con son-

das especificas de genotipo. Como control
se us6 un grupo de 35 sueros de individuos
$anos.

RESULTADOS

Hepatitis B

La inmunizacion conjunta con WHsAg y
el péptido Mb106-118 fue capaz de inducir
Ac contra dicho antigeno (anti-WHs) en la
marmota no infectada (M1D) y en 3/3 mar-
motas cronicamente infectadas por WHV
(M1D21, M845 y M848), sin embargo, no se
detectaron Ac anti-WHs en la marmota
inmunizada s6lo con WHsAg (M342) (Tabla
1). Los titulos de Ac anti-WHSs fueron bajos
(1/50) en las marmotas M845 y M843,
medios-altos en la marmota M1D y altos en
la marmota M1D2I. En todas las marmotas
inmunizadas con WHsAg y Mb106-118 o
s6lo con Mb106-118 (M079) se detectaron
Ac frente al péptido Mb106-118 (datos no
mostrados). Al realizar el ensayo de pro-
duccién de IL-2 en las marmotas inmuniza-
das con WHsAg y Mbl106-118, solo se
detectaron IE significativos (IE23) frente al
péptido Mb106-118 pero no en cambio
frente al WHsAg (Tabla 1). También se

Tabla 1. Titulos de Ac anti-WHs, respuesta T helper y evolucion de los marcadores virales tras la
inmunizacién conjunta con WHsAg y Mb 106-118 o con cada antigeno por separado.

Niveles de los marcadores virales

Marmotas® Anti-WHs R. T helper (IE) Basales® Maximo'® Finales™
titulo max. WHsAg ~ Mbl106-118 DNA WHsAg DNA WHsAg DNA WHsAg
MI1D (ni) 500 1,1 - - - - - -
WHsAg+Mb106-118
MI1D2I (c) 1600 0,8 10 340 150 1200 Q 400
WHsAg+Mb106-118
M845 (c) 50 1,7 60 790 250 1500 3 750
WHsAg+Mb106-118
M848 (c) 40 1,1 130 790 1100 1100 30 600
WHsAg+Mb106-118
M342 (c) 0 1,0 20 870 30 1700 20 300
WHsAg
MO79 (c) 0 NM 109,7 3500 1400 16300 11200 2300 4800
Mb106-118

(A) Las marmotas fueron inmunizadas con WHsAg y Mb106-118 (M1D, M1D2I, M845, M848), s6lo con WHsAg (M342) o solo con
Mb106-118 (M079). (B) Como niveles basales del DNA viral y del WHsAg en el suero se tomaron los del dfa 0 del tratamiento. (C)
Durante el tratamiento se observé una elevacion de los niveles séricos del DNA viral y del WHsAg. En la tabla se muestran los valo-
leb méximo observados. () Como niveles finales se consideraron los correspondientes a 2 meses después de la Gltima inmuniza-
¢ion. Los niveles del DNA viral se expresan en ng/ml y los del WHsAg en ug/ml. Abreviaturas: (ni)= marmota no infectada por WHV,

(¢)= marmota con infeccion crénica por WHY, (NM)= No Medido.
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detectara IE significativos frente al Mb106-
118 en la marmota inmunizada sélo con
Mb106-118. No se detectaron IE significati-
vos frente al WHsAg en la marmota inmu-
nizada s6lo con WHsAg.

En todas las marmotas crénicamente
infectadas por WHV e inmunizadas con
WHsAg+Mb106-118, se observé un aumen-
to transitorio de los niveles séricos del
DNA viral asi como del WHsAg, que es
seguido de un descenso, alcanzando en el
caso del DNA valores por debajo de los
basales y en el caso del WHsAg, similares a
los basales (Tabla 1). En la marmota M1D2I
los niveles finales del DNA fueron indetec-
table por Dot Blot. En las marmotas inmu-
nizadas s6lo con WHsAg (M342) o sélo con
Mb106-118 (M(079), si bien se observé un
aumento transitorio de los niveles de
dichos marcadores durante el tratamiento,
los niveles finales no variaron significativa-
mente de los basales (Tabla 1).

En todas las marmotas crénicamente
infectadas por WHV e inmunizadas con
WHsAg+Mb106-118 se observé una reacti-
vacion del dafio hepético, que vino indi-
cado por un aumento transitorio de los
niveles de la g-GTP (datos no mostrados).
Este aumento fue especialmente significa-
tivo en la marmota 845 y coincidia con el
descenso del DNA viral. También se
observé un aumento de los niveles de la
bilirrubina total en la marmota M1D2],
alcanzando el maximo nivel en la semana
22 del tratamiento (datos no mostrados).
La marmota M1D2I, en la que se indujeron
los titulos de anti-WHs mas altos, murié
en la semana 23 del tratamiento. El estu-
dio citolégico del higado revel6 que habia
muerto de hepatitis fulminante (datos no
mostrados).

Hepatitis C

Respuesta del grupo de sueros Nava-
rra-1y de los controles frente a los pép-
tidos

Los péptidos sintetizados se enfrenta-
ron mediante un ensayo ELISA al conjunto
de sueros Navarra-1 con objeto de encon-
trar péptidos especificos de genotipo. Se
encontraron siete patrones diferentes de
reconocimiento de péptidos:
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- Péptidos no reconocidos por ningtin
suero.

- Péptidos reconocidos de forma espe-
cifica por sueros de pacientes y no por
sueros de controles, pero sin ser especifi-
cos de genotipo.

— Péptidos inespecificos, reconocidos
tanto por pacientes como por controles.

— Péptidos cuyo reconocimiento fue
especifico de genotipo.

- Péptidos reconocidos preferentemen-
te por algunos genotipos virales, pero
reconocidos también ocasionalmente por
sueros de controles sanos.

- Péptidos especificos de genotipo,
pero reconocidos por sueros de un genoti-
po que no correspondia a su secuencia.

— Péptidos reconocidos de forma
importante por sueros de su mismo geno-
tipo y, en una pequeia proporcioén, por
sueros de un genotipo distinto al suyo.

Modificacion de péptidos

Una vez enfrentados los péptidos al
conjunto de sueros Navarra-1, se escogie-
ron aquellos péptidos que reconocian a un
gran nimero de sueros, pero presentaban
reacciones cruzadas y se intentdé aumentar
la especificidad de los mismos realizando
varios tipos de modificaciones. Las modifi-
caciones que se realizaron fueron las
siguientes;

— Desplazamiento de la secuencia del
péptido hacia los extremos amino o carbo-
xilo terminal

Una de las modificaciones que se reali-
z0 fue la de desplazar la zona elegida ante-
riormente hacia los extremos amino o car-
boxilo terminal de la poliproteina, para
tratar de eliminar el fragmento del péptido
responsable de las reacciones cruzadas.
Estos péptidos se enfrentaron al panel de
sueros Navarra-1 y al conjunto de sueros
control. De los 40 péptidos sintetizados, en
8 se consiguibé el objetivo esperado. En
algunos de los casos, se elimind totalmen-
te el reconocimiento y en otros la modifi-
cacion transformé al péptido en inespecifi-
€O ya que pasé a ser reconocido también
por controles.

— Disminucién de la longitud del pépti-
do
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Otra de las modificaciones consistié en
sintetizar péptidos de menor longitud que
los iniciales con el objeto de eliminar las
posibles zonas causantes de reacciones
cruzadas. Para ello, se compararon los
péptidos de distintos genotipos corres-
pondientes a una misma zona y se vio qué
zona era comin en todos ellos. Esta zona
se eliminé y se dejo aquella que variase de
un genotipo a otro. En algunos de los casos
se afiadieron alaninas a ambos lados del
péptido para evitar asi posibles problemas
en el pegado del péptido a la placa ya que
los péptidos demasiado pequefios no se
pegan bien. Estos péptidos se enfrentaron
al panel de sueros Navarra-1 y al conjunto
de sueros control. De los 61 péptidos
modificados por este procedimiento, en 12
se consiguio el objetivo esperando.

- Sustitucién de aminoacidos

Utilizando el programa Hyperchem
(Hypercube and Autodesk Inc. San Rafael,
California, USA), se representaron los pép-
tidos candidatos a ser modificados. Se
marcaron los aminoacidos de un mismo
lado de la o-hélice que se pensaba podian
constituir los epitopes reconocidos por los
anticuerpos. En los péptidos modificados
se respetaron estos aminoacidos y se sus-
tituyo el resto por alaninas. Estos péptidos
se enfrentaron al panel de sueros de Nava-
rra-1 y al conjunto de sueros control. De
los 15 péptidos modificados por este pro-
cedimiento, sélo en uno se consigui6 el
objetivo esperado.

Seleccion de péptidos

Una vez estudiado el comportamiento
de todos los péptidos sintetizados (origi-
nales y modificados) con el conjunto de
sueros Navarra-1, se eligieron aquellos
especificos de genotipo que no habian
sido reconocidos por ningiin suero con-
trol. Los péptidos seleccionados se
enfrentaron con el grupo de sueros de
Méjico y con el panel de sueros Navarra-2,
bara ver si se confirmaban los resultados
obtenidos con el conjunto de sueros
Navarra-1. En algunos de los péptidos se
perdié la especificidad al enfrentarlos a
los sueros del grupo Navarra-2 y de Méji-
co. Algunos de los péptidos selecciona-
dos inicialmente resultaron inespecificos
frente a los sueros de Méjico y Navarra-2,
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por ello se hizo una segunda seleccién
eliminando los péptidos que habian dado
reacciones cruzadas.

Homopolimeros

Se intentd mejorar la presentacién de
los péptidos para asi poder aumentar la
sensibilidad de los mismos. Para ello, se
sintetizaron homopolimeros de los pépti-
dos de la primera seleccion (algunos de
ellos modificados). Estos polimeros fueron
sintetizados porque se habia observado
previamente en nuestro laboratorio que
los homopolimeros de un péptido pueden
aumentar la sensibilidad en el ensayo
ELISA'. Los homopolimeros tuvieron tres
tipos de comportamientos: eliminacion de
la respuesta, aumento de la inespecificidad
por reconocimiento de controles y/o sue-
ros de otros genotipos y aumento de la
sensibilidad.

Péptidos y homopolimeros elegidos
para serotipar

Con todos los resultados anteriores se
eligieron los mejores péptidos para seroti-
par. En algunos casos se utilizo el péptido,
en otros se sustituy6 el péptido por el poli-
mero y en algunos casos se utilizaron los
dos, ya que se complementaba la accién
de ambos. Las figuras muestran los resul-
tados de enfrentar los péptidos y polime-
ros seleccionados al grupo de sueros
Navarra-1 y los controles (Fig. 1) y a los
sueros de Méjico (Fig. 2). Los resultados
del reconocimiento de péptidos y homo-
polimeros por el grupo de sueros Navarra-
2 son similares (datos no mostrados). En la
Tabla 2 se muestra un resumen de los por-
centajes de sueros serotipados con los
péptidos y polimeros seleccionados con
los tres grupos de sueros. Se observa que
la sensibilidad de asignacién del genotipo
viral por ELISA es de un 60%, quedando un
40% de sueros sin genotipar.

DISCUSION

Hepatitis B

La inmunizacién conjunta con WHsAg y
Mb106-118 induce Ac anti-WHs en marmo-
tas con hepatitis crénica. Los resultados
del ensayo de produccién de IL-2, junto
con el hecho de que s6lo en las marmotas
inmunizadas con WHsAg+Mb106-118 se
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Tabla 2. Resultado global del serotipaje.

Genotipo n Serotla  Serot 1b Serot 1 Serot 2 Serot 3 total no
serotipados _ serotipados

la 41 14 (34%) - 15 37%) - - 29 (71%) 12 (29%)
1b 132 - 64 (48%) 30 (23%) - - 94 (71%) 38 (29%)
2% 24 - - - 14 (58%) - 14 (58%) 10 (42%)
3 45 - - - - 22 (49%) 22 (49%) 23 (51%)
4 3 - - - - - - 3 (100%)
la+1b 4 - - - - 1 (25%) 1 (25%) 3 (75%)
1b+4 5 - 2 (40%) - - - 2 (40%) 3 (60%)
1b+2b 3 - 3 (100%) - 1 (33%) 4(100%) -
la+1b+2a 1 - - - - - 1 (100%)
la+3 1 - - - - - 1 (100%)
2+3 1 - - 1(100%) 1(100%)  1(100%) -

Total 166 (64%) 94 (36%)

Junto al nimero de sueros se indican entre paréntesis los porcentajes. n: niimero total de sueros. no serotipados: sueros que no
fueron reconocidos por ningln péptido. *Los sueros 2a, 2b y 2¢ se incluyen en el genotipo 2. De los 2 sueros 1b+2 uno resultd

serotipo 1 y el otro serotipo 1y 2.

indujeran Ac anti-WHs sugieren que el pép-
tido Mb106-118 es el responsable de la
ayuda T para la induccion de estos Ac.
Como consecuencia de la inmunizacion se
observa un descenso final de los niveles
séricos del DNA viral, con respecto a los
niveles basales, pero no de los niveles séri-
cos del WHsAg. El descenso de la carga
viral esta acompafado de una reactivacion
del dano hepético. La intensidad del dafio
hepatico se correlaciona con los titulos de
Ac inducidos. En aquella marmota en la
que se indujeron los titulos mas altos, la
lesion hepética fue muy intensa, llegando a
ser fatal (hepatitis fulminante).

Los resultados obtenidos en este traba-
jo sugieren que, desde el punto de vista
terapéutico, la inmunizacién conjunta con
antigeno de superficie y un péptido DTh,
podria reducir la carga viral en pacientes
cronicamente infectados por HBV. No obs-
tante, es necesario profundizar en estrate-
gias de inmunoterapia mas efectivas, asi
como aprender a modular la respuesta
inmune. Dado que la transferencia adopti-
va de inmunidad frente al HBV, después del
trasplante de médula 6sea, puede condu-
cir al aclaramiento del virus '* pero tam-
bién a la hepatitis fulminante " y tomando
en cuenta nuestros resultados en marmo-
tas, se puede concluir que el aumento de la
respuesta inmune en portadores cronicos
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podria tener efectos indeseables. Por este
motivo, deberia tenerse sumo cuidado al
estudiar los efectos de la vacunacion tera-
péutica en el hombre.

Hepatitis C

El proceso de seleccion de péptidos de
las proteinas del HCV puso en evidencia
diferentes aspectos inmunolégicos:

— Algunos péptidos de un determinado
genotipo no fueron reconocidos por el
suero de pacientes infectados con ese
genotipo. Sin embargo, el suero de pacien-
tes infectados con otros genotipos reac-
cionaron en forma cruzada con esos pépti-
dos y reconocieron el péptido de su mismo
genotipo con mayor intensidad. Este resul-
tado podria explicarse suponiendo que
una regidon de una proteina puede ser
inmunogénica en un genotipo pero no en
otros.

- Los experimentos de acortamiento de
los péptidos mostraron que los epitopes B
para una proteina dada se sitian en posi-
ciones ligeramente diferentes que depen-
den del genotipo viral del cual procede la
proteina.

—No todos los pacientes infectados con
el mismo genotipo del HCV reconocieron a
los mismos péptidos. Esto podria ser debi-
do a diferencias en el repertorio de células
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B de los pacientes o a la activacion prefe-
rencial de linfocitos B de diferentes especi-
ficidades. En este Gltimo caso la explica-
cion podria estar relacionada con las
moléculas del Complejo Mayor de Histo-
compatibilidad de clase Il de los pacientes.

— Durante la seleccién de los péptidos
se observd que alrededor del 30% de ellos
fueron reconocidos por a lo menos un
suero de donante sano. Esto podria deber-
se a una reaccion cruzada frente a los anti-
cuerpos inducidos por uno de los tantos
antigenos a los que hemos estado expues-
tos durante nuestra vida. Sin embargo,
este alto porcentaje de reactividad cruza-
da podria ser debida a una estrategia de
defensa del HCV frente a la presion inmu-
ne.

A pesar del gran namero de péptidos
utilizados en el presente estudio, la sensi-
bilidad de asignacién del genotipo viral
por ELISA es bastante inferior a la lograda
mediante técnicas de Biologia Molecular
(60% frente al 100%). Sin embargo, debido
a su simplicidad, nuestro método podria
utilizarse como primer ensayo que permi-
tiria tipar una proporcion importante de
sueros. Aquéllos que no pudieran ser tipa-
dos mediante péptidos, se estudiarian
ahora por las técnicas de biologia molecu-
lar. Esto limitaria el nimero de ensayos a
realizar por estas técnicas, mas complica-
das y que requieren personal mas especia-
lizado. En la actualidad estamos probando
nuevos péptidos con el objeto de intentar
mejorar la sensibilidad de tipaje mediante
ELISA.

Finalmente, a lo largo de este trabajo se
han identificado péptidos que, sin ser
especificos de genotipo, son reconocidos
de forma especifica por sueros de pacien-
tes pero no por sueros de controles. Estos
péptidos, unidos a los identificados en tra-
bajos previos', podrian aumentar la sensi-
bilidad del kit de diagnéstico basado en
péptidos sintéticos desarrollado por nues-
tro laboratorio'.
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