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RESUMEN. El virus de la inmunodeficiencia humana del tipo 2 (VIH-2) se detecté en paises de Africa Occidental y es otro agente
causal del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El gen env codifica la sintesis de la proteina precursora, gp140,
que es procesada por una proteasa del virus en dos proteinas: gp36 y gpl105. Los péptidos sintéticos y proteinas recombinantes
de la glicoproteina de la transmembrana gp36 muestran una elevada reactividad y especificidad en la deteccion de anticuerpos
en muestras de pacientes infectados, por 1o que son ampliamente utilizadas en el inmunodiagnéstico del VIH-2. En el presente
trabajo se evalué la reactividad de un péptido sintético gp36 (5) (585-610) y la proteina recombinante gp36 de la regién de la trans-
membrana del VIH-2, frente a 15 muestras positivas al VIH-2. La especificidad de estos antigenos se evalué con 74 muestras de
seropositivos cubanos al VIH-1 y 30 sueros de donantes de un banco de sangre. Se utilizé como ensayo de referencia el UMELISA
HIV 1+2 Recombinant (TecnoSUMA Internacional S.A., Cuba), para la detecciéon de anticuerpos contra el VIH 1 y 2. Todas las
muestras utilizadas en el estudio fueron confirmadas por el ensayo de Western Blot. Se obtuvo un 100 % de reactividad para los
dos antigenos. El péptido sintético gp36 (5) no detecté las muestras positivas del VIH-1 evaluadas, a diferencia de la proteina
recombinante que detectd un 46 % de estas muestras. La especificidad de los dos antigenos fue de un 100 % frente a las muestras
de donantes sanos de un banco de sangre. Este estudio demostro la gran reactividad de la proteina recombinante y el péptido
sintético, asi como la elevada especificidad de este ultimo frente a muestras positivas al VIH-2.

ABSTRACT. The human immunodeficiency virus type 2 (HIV-2) was detected in countries of Western Africa and it is another
cause of the Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS). The env gene encodes the synthesis of the precursor gp140 protein
that is cleaved by the virus protease into two proteins: gp36 and gp105. The synthetic peptides and recombinant proteins of the
transmembrane gp36 glycoprotein show a high reactivity and specificity in the detection of antibodies in samples of infected
patients, for what they are broadly used in the HIV-2 immunodiagnosis. In the present work the reactivity of a synthetic peptide
gp36 (5) (685-610) and the recombinant protein gp36 from transmembrane region of HIV-2 were tested with 15 positive samples
of HIV-2. In order to assess specificity of those antigens, 74 sera from seropositive Cuban people to HIV-1 and 30 samples from
healthy blood donors were tested. UMELISA HIV 1+2 Recombinant assay (TecnoSUMA International S.A., Cuba) was used as a
reference for the detection of antibodies to HIV 1 and 2. All the samples used in the study were confirmed by Western Blot assay.
Sensitivity for both antigens was 100 %. The synthetic peptide gp36 (5) didn’t detect the positive samples of the HIV-1 evaluated,
contrary to the recombinant protein that detected 46 % of the samples. Specificity for both antigens was 100 % with the samples
from healthy blood donors. This study demonstrated the high reactivity of the recombinant protein and the synthetic peptide,
and the high specificity of this last one with HIV-2 positive samples.

INTRODUCCION El espectro de manifestaciones clinicas asociadas

El virus de la Inmunodeficiencia Humana del tipo 2
(VIH-2) se detectd en 1986, en paises de Africa Occidental
y es otro agente causal del Sindrome de Inmunodefi-
ciencia Adquirida (SIDA).! La infeccién por el VIH-2 esta
poco extendida mds all4 del 4rea endémica africana y de
los inmigrantes procedentes de otros paises. Sin embar-
go, en la actualidad existen evidencias de infecciones en
sujetos nativos de Europa, Sudamérica, Estados Unidos,
Asia y Australia.?

a la infeccién VIH es muy heterogéneo, aunque al-
gunas son debidas directamente al propio virus y la
mayoria, se relaciona con las infecciones oportunis-
tas® o neoplasias* que desarrollan estos pacientes.
La determinacién del VIH-2 resulta actualmen-
te un factor de gran importancia epidemiolégica,
lo que determina la inclusi6én de regiones inmu-
nodominantes de ambos virus en los estuches de
diagndéstico que permitan una identificacién y
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clasificacién inequivoca de las personas infectadas
por el VIH.?

El desarrollo del procedimiento técnico de la detec-
cién de antigenos y anticuerpos al VIH-1 y 2 se ha ba-
sado fundamentalmente en el desarrollo de los ensayos
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).S Estas
pruebas pueden proporcionar excelentes resultados en
la estrategia de diagnoéstico en general.

Los resultados positivos en las pruebas de deteccion
de anticuerpos (ELISA)y la trascendencia de la infeccién
por el VIH hace necesaria la confirmacion de los resulta-
dos. La técnica mas ampliamente utilizada es el Western
Blot (WB) por su gran sensibilidad y especificidad.”® El
WB contiene antigenos del VIH-1 y existen ademas, siste-
mas que incorporan en un extremo un péptido sintético
especifico al VIH-2. Asi, se determina el diagnéstico del
VIH-2 y se esclarecen los resultados indeterminados por
WB para el VIH-1.

Se ha descrito que péptidos sintéticos de la glicopro-
teina de la transmembrana gp36 del VIH-2 muestran una
elevada antigenicidad y especificidad en la deteccién de
anticuerpos en sueros de pacientes infectados con VIH-2.
Se sabe que en dicha proteina existen epitopos inmu-
nodominantes lineales cercanos a la regién N-terminal
de la glicoproteina,®!! Por la razén antes expuesta, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la reactividad
y especificidad de un péptido sintético correspondiente
a la regi6on inmunodominante (585-610) de la proteina
gp36 del VIH-2, comparado con la proteina recombinante
gp36, que contiene en su secuencia esta region.

MATERIALES Y METODOS
Sintesis quimica en fase sélida, purificacion y carac-
terizacion del péptido gp36 (5) del VIH-2

El péptido se obtuvo mediante sintesis quimica en
fase sélida, empleando la estrategia Boc en bolsas de
polipropileno.'?!?® Posteriormente, se purificé por cro-
matografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase
reversa (RP-HPLC, Pharmacia, LKB)" en una columna
RP18 (Pharmacia) (Sistema de gradiente A/B de 0 a 60 %
B (A TFA 0,1 % (v/v) y acetonitrilo 2 % (v/v) en H,O; B
TFA 0,05 % (v/v) en acetonitrilo).

La caracterizacién del péptido se realizé6 mediante
Espectrometria de Masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption of Ions Time-of-Flight).!® Los proce-
dimientos anteriores fueron descritos por Hernandez
M. y cols.!6

Proteina recombinante gp36

Laproteina recombinante gp36 que se utilizé en este
estudio fue suministrada por Heber Biotec (La Habana,
Cuba), obtenida en E. coli, con més del 95 % de pureza es-
timada por estdndar SDS-PAGE y RP-HPLC analitico.

Recubrimiento de las placas UltramicroElisa (UMELISA)

El péptido gp36 (5) y la proteina recombinante gp36
se diluyeron en disolucién reguladora carbonato-bicar-
bonato, 0,05 mol/L; pH 9,6, hasta una concentracion de 2
y 1,5 ug/mL respectivamente. Con estas disoluciones por
separado, se recubri6 la fase sélida empleada, placas de
poliestireno con capacidad para 30 uL (placas UMELISA,
Greiner Bio-One, Alemania), se anadi6 un volumen 15 uL
/pocillo y se incubé durante 3 h a 37 °C . La fase sélida
se lavé con una disolucién amortiguadora de PBS T (8 g
deNacCl, 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
1000 mL de agua destilada y pH de 7,3-7,5). A continua-
cién, se bloqued con una disolucién de preservo (BSA al

1 % en PBS-Tween-20), durante toda la noche a tempera-
tura ambiente. Las placas se conservaron a 4 °C, con una
cubierta protectora, hasta el momento de su uso.

Ensayo UltramicroELISA (UMELISA)

Las muestras a evaluar se diluyeron 1 : 20 en suero de
carnero al 5 % en disolucién amortiguadora Tris-HC1
(15 mmol/L de Tris: pH 7,8 y 0,05 % Tween-20), y se incu-
baron 30 min a 37 °C en las placas de reaccién. Después
de lavar tres veces con una disolucién amortiguadora
Tris-HCI, con el objetivo de eliminar los componentes no
fijados, se adicioné un conjugado anti-IgG humana en
camero marcada con fosfatasa alcalina (Roche Diagnos-
tics Gmbtt, Alemania). Se incub6 nuevamente durante
30 min a 37 °C se realiz6 un nuevo lavado en las mismas
condiciones, para eliminar el conjugado en exceso. Se
anadié entonces el sustrato fluorigénico 4-metilumbeli-
ferilfosfato (Koch Light Ltd. Haverhill, Suffolk, England)
y se incubé durante 30 min a temperatura ambiente. La
fluorescencia emitida fue medida en un fluorimetro de la
serie SUMA® (PR-521, Centro de Inmunoensayo, Ciudad
de La Habana). En todos los experimentos, se incluyé
como control positivo una muestra confirmada como
positiva al VIH y como control negativo una muestra
negativa al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
virus de la hepatitis C (HCV) y virus de la hepatitis B
(HBsAg). Las muestras se analizaron por duplicado.

Muestras de suero

Se estudiaron tres muestras del Panel PRZ203 y
siete muestras del Panel PRZ204 (Boston Biomedica
Inc.), confirmadas por el ensayo de Western Blot (WB).
Para el Panel PRZ-203, se empled el Western Blot Cam-
bridge Biotech HIV 2 (Estados Unidos) y para el Panel
PRZ-204, el Western Blot Genelabs Diagnostics HIV 2
(Estados Unidos), informacién enviada por el suminis-
trador (Tabla 1). Ademas, se analizaron cinco muestras
de seropositivos al VIH-2 procedentes del Laboratorio
de Investigaciones del SIDA (LISIDA, La Habana,
Cuba) (Tabla 2). Para evaluar la especificidad del pép-
tido sintético gp36(5) y la proteina recombinante gp36,
se estudiaron 74 muestras de seropositivos cubanos al
VIH-1 (Sanatorio de Santiago de las Vegas, La Habana,
Cuba) y 30 muestras de donantes del Banco de Sangre
de Marianao (La Habana, Cuba), negativas a VIH, HCV,
HBsAg.

Nivel de corte

Para la validacién de los resultados, se utilizé un
programa de computacién para trabajo con estuches
UMELISA y lectores PR de la Tecnologia SUMA (Strips
Reader Software SRS V. 8.0.)"7

El nivel de corte (NC) fue de 0,30 determinado a partir
del estudio de 1 000 muestras de suero de donantes de
banco de sangre y 20 muestras de sueros positivos al
VIH-2, confirmados por WB.

El valor de relacion (VR) se definié como:

(Fi — BB)
P— BB

VR =

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 relacién para
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cada muestra respecto al nivel de corte (VR/NC). Las
muestras fueron consideradas positivas cuando VR/NC = 1.

Tratamiento estadistico de los resultados

Se empleé la prueba t-student para muestras inde-
pendientes para comparar la media de la fluorescencia
de las muestras evaluadas con el péptido sintético gp36
(5) y la proteina recombinante gp36. Todos los resultados
fueron procesados con el paquete de programas estadis-
ticos Statistica 6.1 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se compard la reactividad del péptido sintético gp36
(5) (685-610) con la proteina recombinante gp36, ambos
antigenos representativos de la proteina gp36 de la
regiéon de la transmembrana del VIH-2. La secuencia
del péptido sintetizado se correspondié con una regién
antigénica de la proteina gp36 del VIH-2, que fue se-
leccionada a partir del aislamiento ROD (Aislamiento
de un paciente con SIDA del Oeste de Africa) Guyader
y cols.!?

La pureza del péptido fue comprobada por Cro-
matografia RP-HPLC y resulté del 96 %. Ademas, se
caracterizé por Espectrometria de Masas MALDI-TOE,
proceso en el que la masa molecular obtenida: 3 090,50
se correspondié con la calculada: 3 090,51.

El péptido sintético gp36 (5) y la proteina recombinan-
te gp36 se evaluaron por separado frente a los Paneles
PRZ-203 y PRZ-204 y con cinco muestras positivas al
VIH-2 (LISIDA) respectivamente (Figuras 1y 2).

Los resultados demostraron que la reactividad del
péptido sintético gp36 (5) es similar a la de la proteina
recombinante gp36. La gran reactividad de ambos
antigenos frente a las muestras positivas al VIH-2
evaluadas se correspondio con los resultados que han
sido reportados.®

Al realizar el andlisis estadistico se comparé las me-
dias de las dos muestras mediante la prueba t-student
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Fig. 1. Reactividad del péptido sintético gp36 (5) y la proteina
recombinante gp36 de la region de la transmembrana del VIH-2
frente a los Paneles PRZ-203 y PRZ-204 (Boston Biomedica Inc.).

Tabla 1. Caracteristicas de la reactividad de las muestras positivas al VIH-2 de los paneles PRZ-203

y PRZ-204 (Boston Biomedica Inc.).

Muestra Prueba confirmatoria’ Resultado
203-4 pl5, p26, p31, p34, pb5, pd8, P65, gpl105, gp120 Positivo
203-9 pl5, p26, p31, p34, p55, P58, P68, gpl105, gp120 Positivo
203-12 pl5, p26, p31, p34, p55, P58, P68, gpl105, gp120 Positivo
204-3 p26,gp36, p41, p53, P56, P68, gp80 Positivo
204-4 p24, p31, pb1, p65, gpl60 Positivo
204-6 P26, gp36, p4l, p53, p56, p68, gp80, gpl125 Positivo
204-8 P26, gp36, p41, p53, P56, P68, gp80, gpl125 Positivo
204-11 P26, gp36, p41, p53, p56, P68, gp30 Positivo
204-12 P26, gp36, p4l, p53, p56, p68, gp80, gpl125 Positivo
204-15 P26, gp36, pb3, p68, gp80 Positivo

p Proteina. Gp Glicoproteina.

por el suministrador.

Positivo Una muestra que presenta reactividad, por la
prueba confirmatoria, al menos a dos proteinas de la envoltura.

! Resultados reportados

Tabla 2. Caracteristicas de la reactividad de las muestras positivas al VIH-2
procedentes del Laboratorio de Investigaciones del SIDA (LISIDA).

Muestras Prueba confirmatoria’ Resultado
1 pl16, p26, p34, p36, P56, p68, gp105, gp140 Positivo
2 pl6, gp36, pb3, pb5, P68, gpl05, gpl140 Positivo
3 gp36, p53, P56, p68, gpl05, gpl40 Positivo
4 pl6, gp36, pb3, p56, P68, gpl05, gpl40 Positivo
5 P16, p26, gp36, pb3, pb6, p68, gpl105, gp140 Positivo

__Titulo bajo de anticuerpos a estas proteinas del VIH-2.

Positivo: Una muestra

que presenta reactividad, por la prueba confirmatoria, al menos a dos proteinas

de la envoltura. P Proteina.

suministrador.

Gp Glicoproteina.

! Resultados reportados por el
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Fig. 2. Reactividad del péptido sintético gp36 (5) y la proteina
recombinante gp36 de la region de la transmembrana del VIH-2
frente a muestras positivas al VIH-2 procedentes del Laboratorio
de Investigaciones del SIDA (LISIDA).

para muestras independientes, se encontré que no
existian diferencias significativas entre la media de la
fluorescencia de las muestras evaluadas con el péptido
sintético gp36 (5) y la proteina recombinante gp36 para
un nivel de confianza del 95 %.

El péptido sintético gp36 (5) y la proteina recombinan-
te gp36 se evaluaron por separado frente a 74 muestras
de seropositivos cubanos al VIH-1 procedentes del
Sanatorio de Santiago de las Vegas y 30 muestras de
donantes sanos del Banco de Sangre de Marianao (Fig. 3).
Las muestras fueron consideradas positivas cuando
VR/NC = 1.

Se observé que el péptido sintético gp36 (5) no detectd
las muestras positivas del VIH-1 evaluadas, a diferencia
de la proteina recombinante gp36 que detect6 un 46 %,
lo que demuestra que esta Gltima presenta reactividad
cruzada frente a muestras del VIH tipo 1 (Fig. 3). Estos
resultados se corresponden con lo reportado por Olds-
tone y cols.?

Estos investigadores determinaron que la proteina
gp36 presenta reactividad cruzada frente a muestras
positivas al VIH-1, debido a que existe una homologia
conformacional entre la proteina gp41, del VIH-1, y la
gp36, la cual se debe a la formacién en ambos casos de
un lazo originado por la formacién de un puente de di-
sulfuro. Estos enlaces se obtienen por la oxidacién de los
grupos SH de las moléculas de cisteina en las secuencias
CSGKLIC para la gp41 del VIH-1 y CAFRQVC para la
gp36 del VIH-2.

El péptido sintético gp36 (5) y la proteina recombi-
nante gp36 se evaluaron frente a muestras de suero de
donantes sanos. Para los dos antigenos, los resultados
fueron negativos, para las muestras analizadas se obtuvo
un valor de relacién o valor normado (VR/NC < 1).

CONCLUSIONES

Se compard la antigenicidad de un péptido sintéticoy
una proteina recombinante de la regién de la transmem-
brana (gp36) del VIH-2, ambos de elevada reactividad
frente a muestras positivas al VIH-2. El péptido sintético
es muy especifico frente a muestras positivas al VIH-2 a
diferencia de la proteina recombinante que detect6 el
46 % de reactividad frente a muestras positivas al VIH-1,
lo que demostré reactividad cruzada con estas muestras.
Ambos antigenos podrian resultar de gran utilidad para
el inmunodiagnéstico del VIH-2.
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