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RESUMEN. El virus de la leucemia de las células T humanas tipo I (HTLV-I) fue el 
primer retrovirus linfotrópico aislado de pacientes humanos, en 1980. El gen env codifica 
la síntesis de la proteína precursora, gp62, que es degradada por una proteasa del virus 
en dos proteínas: gp21 y gp46, las cuales son expresadas en la superficie de la célula. 
La proteína de la transmembrana gp21 resulta una de las proteínas más antigénicas 
del virus del HTLV. Esta proteína, obtenida por la tecnología del ADN recombinante 
o por síntesis química, es ampliamente usada como antígeno en el diagnóstico del 
HTLV-I. En el presente trabajo, se evaluó la antigenicidad de dos péptidos sintéticos 
gp21 (M-1) (377-400) y gp21 (13) (361-404) y una proteína recombinante de la región de la 
transmembrana (gp21) del HTLV-I, con 23 muestras positivas del Panel PRP-205 (Boston 
Biomedica Inc) y cinco muestras de pacientes seropositivos cubanos al HTLV-I, todas las 
muestras utilizadas en el estudio fueron confirmadas por el ensayo de Western Blot. La 
especificidad de estos antígenos se evaluó con 30 muestras de sueros de donantes sanos 
de un banco de sangre. Se obtuvo 62 % y 92 % de reactividad para los péptidos sintéticos 
gp21 (M-1), gp21 (13) y un 85 % para la proteína recombinante, respectivamente. La 
especificidad de los antígenos fue de 100 %. Este estudio demostró la alta reactividad 
de los péptidos sintéticos comparado con la proteína recombinante.

ABSTRACT. Human T-cell Leukemia virus type I (HTLV-I) was the first human lym-
photropic retrovirus isolated from human patients, in 1980. The env gene encodes the 
synthesis of the precursor protein, gp62 which is cleaved by the virus protease into 
two proteins: gp21 and gp46, both expressed in the cell surface. The transmembrane 
gp21 protein is one the most antigenic proteins of HTLV virus. This protein, obtained 
by the recombinant DNA technology or by chemical synthesis, is very useful as an 
antigen in HTLV-I immunodiagnosis. In the present work, the antigenicity of two syn-
thetic peptides gp21 (M-1) (377-400) and gp21 (13) (361-404), and a recombinant protein 
of the transmembrane (gp21) region of the HTLV-I was evaluated, with 23 positive 
samples of the Panel PRP-205 (Boston Biomedica Inc), and five samples of HTLV-I 
seropositive Cuban patients. All the samples used in the study were confirmed by 
Western Blot assay. In order to assess specificity of those antigens, 30 serum samples 
from healthy blood donors were tested. There was a reactivity of 62 % and 92 % for the 
synthetic peptides gp21 (M-1), gp21 (13), respectively, and 85 % for the recombinant 
protein. Specificity for antigens was 100%. This study showed the high reactivity of 
the synthetic peptides compared with the recombinant protein. 

INTRODUCCION

El virus de la leucemia de las célu-
las T humanas tipo I (HTLV-I) fue el 
primer retrovirus linfotrópico aislado 
de pacientes humanos en 1980.1

El ARN viral del HTLV contiene 
los genes: gag (antígeno de grupo), 
expresado como un polipéptido 
precursor, el cual es hidrolizado 
para formar polipéptidos maduros: 
el polipéptido de 19 kDa del nú-
cleo, el polipéptido de 24 kDa de la 
cápsida y el polipéptido de 15 kDa 
perteneciente a la nucleocápsida. 
El gen pol (polimerasa), que codifica 
las enzimas de la replicación viral. 
El gen env (envoltura),2 donde la gli-
coproteína de la envoltura, gp62, es 
hidrolizada por una proteasa celular 
del virus, dando como resultado dos 
productos maduros, una glicopro-
teína de superficie de 46 kDa (gp46) 
y una de transmembrana de 21 kDa 
(gp21), las cuales son expresadas en 
la superficie de la célula.

El diagnóstico serológico de la 
infección por HTLV se basa en la 
detección de anticuerpos contra 
antígenos (proteínas virales)3 o en la 
detección directa del virus o partícu-
las virales a través de ensayos para 
la detección de antígenos.4
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Muestras Western Blot Resultado Tipo

205-1  p21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, gp46, p53 Positivo I

205-2  gp21, p24 Positivo II

205-3  gp21, p24 Positivo II

205-4  gp21, p19, p24, p32, p36, p53 Positivo II

205-5  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, gp53 Positivo I/II

205-6  No bandas Negativo

205-7  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, gp46, p53 Positivo I

205-8  gp21, p19, p24 Positivo II

205-9  gp21, p24, p32, p53 Positivo II

205-10  gp21, p24 Positivo II

205-11  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p53 Positivo I

205-12  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, gp46, p53 Positivo I

205-13  gp21, p19, p24 Positivo II

205-14  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p53 Positivo I

205-15  gp21, p19, p28, p32, p36 Positivo I

205-16  gp21, p19, p24, p36, p53 Positivo II

205-17  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, p53 Positivo I

205-18  gp21, p24 Positivo II

205-19  gp21, p19, p26, p28, p53 Positivo No tipo

205-20  p21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, gp46, p53 Positivo I

205-21  gp21, p19, p24, p26, p28, p32,p53 Positivo No tipo

205-22  gp21, p19, p24 Positivo II

205-23  gp21, p24 Positivo II

205-24  No bandas Negativo

205-25  gp21, p19, p24, p26, p28, p32, p36, p53 Positivo I/II

Tabla 1. Muestras positivas al HTLV-I/II del Panel PRP-205 (Boston 
Biomedica Inc).

__ Título bajo de anticuerpos a estas proteínas del HTLV.

La detección de anticuerpos en 
muestras de suero es el método 
más comúnmente empleado para 
el diagnóstico de laboratorio de la 
infección por HTLV. La detección 
de anticuerpos se basa fundamen-
talmente en el desarrollo de ensayos 
inmunoenzimáticos (ELISA).5

Se describe en la literatura que la 
proteína de la transmembrana gp21 
resulta una de las proteínas más 
antigénicas del virus del HTLV.6 Esta 
proteína, obtenida por la tecnología 
del ADN recombinante7 o por sínte-
sis química,8 es ampliamente usada 
como antígeno en el diagnóstico del 
HTLV-I, por la elevada sensibilidad 
y especificidad de los ensayos.9

El objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar la antigenicidad 
y especificidad de dos péptidos 
sintéticos (gp21 (M-1) y gp21 (13)), 
comprendidos entre la región 361-404, 
comparado con una proteína recom-
binante, que contiene en su secuen-
cia aminoacídica esta región.

MATERIALES Y METODOS
Síntesis química en fase sólida, 
purificación y caracterización de 
los péptidos de la proteína de la 
transmembrana gp21 del HTLV-I.

El péptido se obtuvo mediante 
síntesis química en fase sólida,10 
empleando la estrategia Boc (tert-
butiloxicarbonilo) en bolsas de 
polipropileno. Posteriormente se 
purificó por cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC) en fase 
reversa (RP-HPLC, Pharmacia, 
LKB)11 en una columna RP18 (Phar-
macia) (Sistema de gradiente A/B 
de 0 a 60 % B (A ácido trifluoracé-
tico (TFA) 0,1 % (V/V) y acetonitrilo 
(ACN) 2 % (V/V) en H2O; B TFA 0,05 % 
(V/V) en ACN). Los procedimientos 
anteriores fueron descritos por 
Hernández M y col.12

La caracterización de los pép-
tidos, se realizó mediante espec-
trometría de masas con ionización 
por electrospray (ESI-MS).13 Los 
péptidos purificados por RP-HPLC, 
disueltos en ACN y TFA al 0,1 %, 
fueron introducidos, a un flujo de 
5 µL/min utilizando una bomba de 
infusión (Cole Palmer, USA), a una 
fuente de ionización Z-spray de un 
espectrómetro de masas híbrido con 
geometría ortogonal QTOF-2 de la 
compañía Micromass. El espectrómet-
ro fue calibrado con una disolución 
salina compuesta por una mezcla de 
yoduro de cesio a 0,05 µg/µL y yoduro 
de sodio a 2 µg/µL di-sueltos en una 
disolución acuosa de isopropanol al 
50 % (v/v). Los voltajes empleados 
en el cono y en el capilar fueron 

Recubrimiento de las placas para 
UltramicroELISA 

Los péptidos a evaluar se di-
solvieron hasta una concentración de 
4µg/mL y la proteína recombinante 
hasta 1µg/mL en una disolución 
reguladora carbonato-bicarbonato, 
0,05 mol/L; pH 9,6. Con estas diso-
luciones se recubrió la fase sólida 
empleada, placas de poliestireno con 
capacidad para 30 µL (placas Ultra-
microELISA (UMELISA), Greiner 
labortechnik, Alemania), se añadió 
un volumen 15 µL/pocillo y se incubó 
durante 3 h a 37 °C . La fase sólida se 
lavó con una disolución amortigua-
dora de PBS-T (8 g de NaCl, 1,215 g 
de Na2HPO4

 • 2H2O; 0,2 g de KH2PO4; 
0,2 g de NaN3, 0,5 mL de Tween-20, 
para un volumen de 1 000 mL de 

de 50 V y 3000 V, respectivamente. 
Las mediciones de los espectros de 
masas fueron adquiridas desde 350 
hasta 1800 Da, en 0,98 s, utilizando 
0,02 s entre cada uno de los barridos. 
Los espectros fueron procesados 
con el programa MassLinx v.-3.5 
(Micromass, UK).

Proteína recombinante de la trans-
membrana (gp21) del HTLV-I

La proteína recombinante que 
se utilizó en este estudio fue sumi-
nistrada por el Centro de Ingeniería 
Genética y Biotecnología (La Ha-
bana, Cuba), clonada y expresada 
en E coli. La proteína expresada fue 
purificada mediante lavados del 
precipitado celular, seguido de una 
purificación por cromatografía de 
intercambio iónico.
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Muestras Western Blot Resultado

78  p19, p24, p28, p36, gp46, p53 Positivo

80  p19, p24, p28, p36, gp46, p53 Positivo

81  p19, p24, p28, p36, gp46, p53 Positivo

82  p19, p24, p28, p36, gp46, p53 Positivo

84  p19, p24, p28, p36, gp46, p53 Positivo

Tabla 2. Muestras de pacientes seropositivos cubanos al HTLV-I, suministradas 
por el LISIDA.

 

0

1

2

3

4

5

6

7

V
R

/N
C

20
5-

1
20

5-
2

20
5-

3
20

5-
4

20
5-

5
20

5-
6

20
5-

7
20

5-
8

20
5-

9
20

5-
10

20
5-

11
20

5-
12

20
5-

13
20

5-
14

20
5-

15
20

5-
16

20
5-

17
20

5-
18

20
5-

19
20

5-
20

20
5-

21
20

5-
22

20
5-

23
20

5-
24

20
5-

25 78 81 82 80 84

Muestras

Péptido gp21(M-1) Péptido gp21(13) Proteína Rec gp21
Leyenda:

Péptido gp21 (M-1)

Péptido gp21 (13)

Proteína Rec gp21

V
R/

N
C

Muestras

0

2

4

6

20
5 

- 
1

20
5 

- 
2

20
5 

- 
3

20
5 

- 
4

20
5 

- 
5

20
5 

- 
6

20
5 

- 
7

20
5 

- 
8

20
5 

- 
9

20
5 

- 
10

20
5 

- 
11

20
5 

- 
12

20
5 

- 
13

20
5 

- 
14

20
5 

- 
15

20
5 

- 
16

20
5 

- 
17

20
5 

- 
18

20
5 

- 
19

20
5 

- 
20

20
5 

- 
21

20
5 

- 
22

20
5 

- 
23

20
5 

- 
24

20
5 

- 
25 78 81 8082 84

Fig. 1. Comportamiento de los péptidos sintéticos gp21 (M-1) (377-400) y gp21 (13) 
(361-404) y de una proteína recombinante de la región de la transmembrana (gp21) 
del HTLV-I frente al Panel PRP-205 (Boston Biomedica Inc) y cinco muestras de 
seropositivos cubanos al HTLV-I.

agua destilada y pH de 7,3-7,5). A 
continuación se bloqueó con una di-
solución (BSA al 1 % en PBS-Tween), 
durante toda la noche a temperatura 
ambiente. Las placas se conservaron 
a 4 °C, con una cubierta protectora, 
hasta el momento de su uso.

Ensayo UltramicroELISA 

Las muestras a evaluar se diluyeron 
1:20 en suero de carnero al 5 % en 
disolución amortiguadora Tris-HCI 
(15 mmol/L de Tris: pH 7,8 y 0,05 % 
Tween-20), y se incubaron en las pla-
cas de reacción por 30 min a 37 ºC. 
Después de lavar tres veces con una 
disolución amortiguadora Tris-HCI, 
con el objetivo de eliminar los compo-
nentes no fijados, se adicionó el con-
jugado anti-IgG humana en camero 
marcada con fosfatasa alcalina (Roche 
Diagnostics GmbH, Alemania). Se 
incubó nuevamente durante 30 min 
a 37 °C, se realizó un nuevo lavado en 
las mismas condiciones para eliminar 
el conjugado en exceso. Se añadió 
entonces el sustrato fluorigénico 
4-metilumbeliferilfosfato (Koch Light 
Ltd. Haverhill, Suffolk, England), y 
se incubó durante 30 min a tempera-
tura ambiente, el que es hidrolizado 
por la enzima del conjugado. La 
fluorescencia emitida fue medida en 
un fluorímetro de la serie SUMA ® 
(PR-521, Centro de Inmunoensayo, 
Cuba). En todos los experimentos, 
se incluyeron controles positivos y 
negativos (UMELISA HTLV-I/II), y 
las muestras se analizaron por dupli-
cado. Se realizaron tres repeticiones 
de los experimentos.

Nivel de corte

El nivel de corte (NC) fue de 0,28, 
determinado a partir del estudio 1 000 
muestras de suero de donantes de 
banco de sangre y 50 muestras de 
sueros positivos al HTLV-I, confirma-
dos por Western Blot (WB).

El valor de relación (VR) se 
definió como: 

 
(P-BB)

VR =
(Fi-BB)

donde: 
Fi: Fluorescencia de la muestra.
BB: Valor promedio del Blanco. 
P: Menor valor de fluorescencia de 
los duplicados del Control Positivo. 

Todos los valores numéricos fueron 
la media de los duplicados, expresados 
como el valor de relación para cada 
muestra respecto al nivel de corte (VR/NC). 
Las muestras fueron consideradas 
positivas cuando VR/NC ≥ 1.

Muestras de suero

Se estudiaron 23 muestras del 
Panel PRP-205 (Boston Biomedica 
Inc, Estados Unidos) (Tabla 1) y cinco 
muestras de pacientes seropositivos 
cubanos al HTLV-I (Tabla 2), estas últi-
mas suministradas por el Laboratorio 
de Investigaciones del SIDA (LISIDA, 
La Habana, Cuba) y confirmadas por 
el ensayo Davih-Blot HTLV-I.14 Para 
evaluar la especificidad de los pépti-
dos sintéticos y la proteína recombi-
nante se analizaron 30 muestras de 
donantes sanos del Banco de Sangre 
de Marianao, evaluadas como negati-
vas por el ensayo Davih-Blot HTLV-I 
(La Habana, Cuba).

Tratamiento estadístico de los 
resultados 

Se empleó la prueba de rangos 
múltiples de Duncan para valorar las 
diferencias de reactividad entre los 
dos péptidos sintéticos y la proteína 
recombinante dentro del conjunto 
de sueros positivos evaluados.

Todos los resultados fueron pro-
cesados con el paquete estadístico 
Statgraphics Plus 5.0 para Windows.

 RESULTADOS Y DISCUSION

Se comparó la antigenicidad de 
dos péptidos sintéticos gp21 (13) 
(361-404) y gp21 (M-1) (377-400), 
representativos de la proteína 
gp21 de la región de la transmem-
brana del HTLV-I, con una proteína 
recombinante. La pureza de los 
péptidos gp21 (13) y gp21 (M-1) 
fue comprobada por cromatografía 
RP-HPLC y resultó de 98 % y de 
99 %, respectivamente. Además se 
caracterizaron por espectrometría de 
masas ESI-MS. Para los dos péptidos 
sintéticos se obtuvo que la masa 
molecular obtenida se correspondió 
con la calculada menos dos unidades. 
Esta pérdida se produce debido 
a que en la secuencia peptídica 
existen dos moléculas de cisteína, 
cuyos grupos sulfihidrilos se oxidan 
espontáneamente formándose un 
enlace disulfuro.

La reactividad de los péptidos 
sintéticos y la proteína recom-
binante por separado, se evaluó 
frente al panel PRP-205 (Boston 
Biomedica Inc) y cinco muestras 
de pacientes seropositivos cuba-
nos al HTLV-I como se muestra 
en la Fig.1. 
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Fig. 2. Comportamiento de los péptidos sintéticos gp21 (13) y gp21 (M-1) y de 
una proteína recombinante de la región de la transmembrana (gp21) del HTLV-I 
frente a muestras de suero de donantes de un banco de sangre.

Con los péptidos sintéticos: gp21 
(M-1), gp21 (13) y la proteína recom-
binante, se obtuvo una reactividad 
de 62 %, de 92 % y de 85 % respectiva-
mente, para el grupo de muestras 
positivas al HTLV-I analizadas. 

Para las muestras positivas al 
HTLV-II la reactividad de estos mis-
mos antígenos fue de 9,1 %, de 27,3% 
y de 18,2 %, respectivamente. Las 
muestras positivas al HTLV-II que 
resultaron no reactivas, con valores 
de VR/NC iguales o muy cercanos a 
los valores obtenidos con las mues-
tras de donantes sanos es debido a 
que las secuencias de aminoácidos 
de los tres antígenos se corresponde, 
como se ha referido anteriormente 
en este trabajo, al HTLV del tipo I por 
lo que no debe reconocer muestras 
positivas al HTLV del tipo II. Las 
muestras positivas al HTLV-II que 
son detectadas por estos antígenos 
es debido a reactividad cruzada por 
alta homología entre las secuencias 
de aminoácidos de ambos virus.

Al realizar el análisis estadístico 
se obtuvo que no existen diferencias 
significativas entre la reactividad de 
los tres antígenos frente a las muestras 
positivas evaluadas con un nivel de 
significación del 95 %.

La muestra 205-15, clasificada 
como positiva y con bandas a las 
proteínas gp21, p19, p28, p32, p36 
por la prueba de confirmación WB, 
no fue detectada por la proteína 
recombinante y el péptido gp21 
(M-1), esto puede estar determinado 
porque los determinantes antigéni-
cos, contra los que están dirigidos 
los anticuerpos presentes en esta 
muestra, no están expuestos en 
las condiciones empleadas para su 
unión a la fase sólida y además en 
el caso del péptido sintético por la 
ausencia de otros epítopos impor-
tantes en el reconocimiento.

Con el objetivo de determinar 
la especificidad de los tres antíge-
nos, se analizaron 30 muestras de 
suero de donantes sanos de un 
banco de sangre (Fig. 2). 

Para todos los antígenos, los re-
sultados fueron negativos, para las 
muestras analizadas se obtuvo un 
valor de relación o valor normado 
(VR/NC < 1).

Los resultados de este trabajo 
se corresponden con lo reportado 
en la literatura6-9 por otros autores 
que utilizan péptidos sintéticos 
y proteínas recombinantes, corres-
pondientes a las regiones com-
prendidas entre los aminoácidos 
361-404 de la proteína gp21 del 
HTLV-I, para el inmunodiagnós-
tico del HTLV-I. 

Los resultados demuestran la 
utilidad de estos antígenos, siendo 
el de mejor comportamiento el 
péptido gp21 (13), para la detección 
de anticuerpos específicos a la pro-
teína gp21 del HTLV-I, uno de los 
principales marcadores serológicos 
de la infección por HTLV-I.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos péptidos 
mediante síntesis química en 
fase sólida, correspondientes a la 
región de transmembrana (gp21) del 
HTLV-I y se comparó la reactividad 
con una proteína recombinante, todos 
de elevada reactividad frente a mues-
tras positivas al HTLV-I. Se demostró 
que la secuencia correspondiente al 
péptido sintético gp21 (13) es la de 
mayor antigenicidad y que además 
es necesaria una exposición adecua-
da de los determinantes antigénicos 
en la molécula, en las condiciones 
empleadas para su unión a la fase 
sólida. La muestra 205-15 no fue 
detectada por la proteína recombi-
nante, no obstante presentar esta 

un mayor número de epítopos y una 
estructura tridimensional con mayor 
homología a la proteína natural, y el 
péptido gp21 (M-1), lo que pudiera 
estar determinado porque el epítopo 
o los epítopos contra los que están 
dirigidos los anticuerpos de la mues-
tra no se encuentran expuestos en 
estos antígenos en las condiciones 
empleadas para su unión a la fase 
sólida o en el caso del péptido sinté-
tico por la ausencia de otros epítopos 
importantes en el reconocimiento. 
Los tres antígenos presentaron una 
especificidad del 100 %, y resultan 
de gran utilidad para el inmuno-
diagnóstico, del HTLV-I.
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