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RESUMEN: Dentro de Ia tercera regian hipervariable (loop V3) de la giicoproteina de superficie gp120 del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), se encuentra localizado el principal dominio neutralizante del virus (PDN).

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en un ensayo ELISA con péptidos lineales y ciclicos que representan: - la
secuencia completa del loop V3; -secuencias parciales nativas y modificadas conteniendo todas ellas el tetrapéptido attamente
conservado GPGR.

Los péptidos fueron sintetizados en fase solida utilizando la quimica del 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).

El péptido que representa la secuencia completa del loop V3, mostré la mayor inmunorreactividad (sensibilidad 97,4%; especificidad
96,43%), solamente en su forma ciclica, sugiriendo que su funcionalidad depende significativamente de la conformacion, al no
observarse reactividad en su forma lineal, Los resultados obtenidos con este antigeno frente a los diferentes paneles estudiados,
sefialan su relevancia para el diagnostico de la infeccion por HIV.

SUMMARY: Within the third hypervariable region (loop V3) of the surface glycoprotein gp120 of the Human Immunodeficiency Virus

type 1 (HIV-1), the principal neutralizing domain (PND) of the virus is located.

In this work we report the results obtained using an ELISA Test with linear and cyclic peptides that represent; -the complete sequence

of the loop V3; -modified, native and partial sequences all of them containing the highly preserved tetrapeptide GPGR.

The peptides were synthesized in solid phase using the chemistry of the - fluorenylmethoxicarbonyl (Fmoc).

The cyclic peptide that represents the complete sequence of the loop V3, showed the greatest inmunoreactivity (sensibility 97.4%;

i,hpe‘c_iﬁ::ityf 96.43%), suggesting that its functionality depends significantly on the conformation, since no reactivity was observed in
e linear form.

The results obtained with the different panels studied using this antigen, indicate its relevancy for the diagnosis of HIV infection.

Introduccion

Las nuevas tecnologias sobre disefio de siste-
mas de diagnostico inmunoquimico de enfermeda-
des infecciosas se orientan hacia el desarrollo de
métodos cada vez més sensibles y especificos,
altamente reproducibles y de bajo costo.

Las técnicas inmunoenzimaticas (EIA), son en
este momento muy utilizadas en los ensayos de
screening de infecciones (1). Los métodos de ulti-
ma generacion utilizan antigenos obtenidos por me-

* Resultados parciales de este trabajo fueron presentados en fa XXI
Reunion anual de la Sociedad Argentina de Investigacion en Bioqui-
mica y Biologia Molecular, 15-18 de noviembre de 1995. Villa
Giardino. Cordoba.

dio de tecnologia recombinante o por sintesis qui-
mica, para la deteccion de anticuerpos (1-7).

La capacidad de los péptidos sintéticos para
imitar sitios de reconocimiento especifico de protei-
nas antigénicas depende de factores secuenciales
y conformacionales. En general, el nimero de resi-
duos aminoacidicos involucrados en la unién espe-
cifica es reducido (no méas de 7 aminoacidos); no
obstante trabajando con péptidos cortos en muchos
casos no se logra observar inmunorreactividad.
Aumentando la longitud de la secuencia o bien
incorporando elementos estructurales que limiten la
fiexilidad de la cadena peptidica, se logra general-
mente aumentar la sensibilidad del ensayo (6.8).

Los antigenos obtenidos por sintesis quimica
consisten en secuencias cortas, entre 10 y 30
residuos. Son particularmente Utiles para imitar epi-
topes de tipo continuo de una proteina antigénica, y
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en este caso las reacciones son muy sensibles y
especificas. Las técnicas de ADN recombinante
permiten disefiar epitopes discontinuos o confor-
macionales (8).

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
presenta en su envoltura una proteina glicosilada
codificada por el gen env: la gp160, que esta cons-
tituida por dos subunidades: la glicoproteina de
membrana gp120 y de transmembrana gp41. La
gp120, es la proteina utilizada por el virus para
unirse al receptor de la célula huésped.

En respuesta a la infeccion por el VIH, entre los
30y 180 dias posteriores a la misma comienzan a
detectarse anticuerpos dirigidos contra las distintas
proteinas virales, empleando técnicas inmunoqui-
micas clasicas (2,3).

Los primeros anticuerpos que aparecen, estan
dirigidos contra las proteinas de la nucleocépside
(p24 y p17 principalmente), y posteriormente apa-
recen anticuerpos contra las proteinas de la envol-
tura. Estos Ultimos permanecen detectables con
titulos importantes durante toda la evolucion de la
enfermedad y solo se negativizan en la fase terminal
de la misma, por lo cual son los marcadores de
eleccion para un infectado cronico (2,3).

Dentro de la tercera region hipervariable de la
gp120, se encuentra un determinante antigénico
(PND: principal neutralizing determinant) con capa-
cidad de inducir anticuerpos neutralizantes. Esta
region, conocida como loop V3, presenta un puente
disulfuro entre los residuos de cisteina (Cys303 y
Cys338).

EI PND contiene 24 aminoacidos y se extiende
entre los residuos 308 - 331. La secuencia es:
NNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIG (virus VIH-1yi8) (9-
11).

Regiones hipervariables flanguean una estruc-
tura Bturn ubicada en la parte superior del loop, la
cual contiene la secuencia altamente conservada
GPGR (12). La importancia de las estructuras tipo
turns como sitios de reconocimiento en proteinas,
y la localizacion de epitopes continuos dentro de
ellas, ha sido reportada por varios autores (13).

Los avances para el desarrollo de una vacuna
han estado limitados por la variabilidad encontrada
en las secuencias de aminoacidos de diferentes
aislados del HIV1. Recientes trabajos han demos-
trado que tanto el extremo N-terminal como la region
central del loop V3 son altamente inmunogénicos
(14).

El loop V3 es importante para el diagnéstico
de la infeccion ya que los anticuerpos dirigidos
contra la regién conservada muchas veces pueden
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ser detectados antes que los correspondientes a
gp41. Por otra parte, estos anticuerpos son marca-
dores para el seguimiento de la evolucion de la
infeccion, ya que una disminucion en su titulo es un
signo de mal pronéstico (15).

En este trabajo se presentan los resultados
obtenidos en un ensayo ELISA con péptidos lineales
y ciclicos que representan: - la secuencia completa
del loop V3; -secuencias parciales nativas y modi-
ficadas conteniendo todas ellas el tetrapéptido alta-
mente conservado GPGR. Conjuntamente con el
estudio sobre reconocimiento de epitopes conti-
nuos se analiza la posible contribucion de la confor-
macién al reconocimiento molecular.

Materiales y métodos
Sintesis de péptidos

Los péptidos fueron sintetizados manualmente
empleando la quimica del 9-fluorenilmetoxicarboni-
lo (Fmoc) en fase sdlida, utilizando la resina Rink
(4-(2',4’-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil) fenoxi-
resina), para preparacion de péptidos tipo amida.

Se emplearon los siguientes derivados paralos
aminoacidos trifuncionales: Fmoc-Cys(Trt)-OH,
Fmoc-Tyr(tBut)-OH,Fmoc-Asp(0tBu)-0H, Fmoc-
Ser(tBut)-OH, Fmoc.Thr(tBut)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
But)-0H, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-0H,
Fmoc-Arg(Pmc)-0H, Fmoc-Gin(Trt)-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-0OH. La resina y los
aminoacidos protegidos fueron adquiridos a Calbio-
chem-Novabiochem Corp (California,USA).

Los acoplamientos fueron realizados con el
hexafluorofosfato de benzotriazolil-1-oxi-tris-pirroli-
dinio fosfonio (PyBOP) en presencia de N-metilmor-
folina (NMM) como catalizador. El grupo Fmoc fue
eliminado en las etapas de desproteccion emplean-
do piperidina al 20% en dimetilformamida (DMF)
(V).

El monitoreo de la sintesis se realizo utilizando
el Método de Kaiser y la medicion espectrofotomg-
trica del aducto Fmaoc-piperidina formado durante |
desproteccion.

Los péptidos fueron separados de la resina y
simultaneamente desprotegidos en una Unica etapa
con la mezcla H20 / acido trifluoroacético (TFA) /
Etanoditiol (5:90:5), precipitados con éter etilico,
centrifugados v liofilizados (16,17).

La ciclizacién por formacidn de puentes disul-
furos se realiz6 mediante oxidacion con solucion de
2. La reaccion fue controlada titulando los grupos
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tioles libres con el reactivo de Elliman. Los productos
de naturaleza polimérica formados durante la oxida-
cion fueron separados por cromatografia liquida en
fase reversa (C18) y de exclusion molecular em-
pleando Sephadex G-25.

Purificacion y caracterizacion de los productos de
sintesis

La purificacién del crudo de sintesis se realizo
empleando sistemas para extraccion en fase solida,
con columnas de fase reversa (C18), marca Waters.

El andlisis de pureza se realizé por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) Analitica
empleando una columna de C18 de 0,4 x 25 ¢cm
marca Beckman, trabajando a una velocidad de flujo
de 0,9 mi/min con gradiente de elucién. Solvente
A: 0,1% TFA en agua; Solvente B: 0,1% TFA en
acetonitrilo. La deteccion se realizé a 220 y 280 nm.

Enzimoinmunoensayos

Se emplearon policubetas de poliestireno (Co-
star) que fueron sensibilizadas por adsorcion del
antigeno sobre la fase sélida. Se utilizaron 100
ul/pacillo de una solucién conteniendo 10ug de
péptido disuelto en buffer carbonato/bicarbonato
0,1M pH 9,5. Las placas se incubaron 2h a 37°C y
luego se mantuvieron toda la noche a 4°C. Luego
se lavaron 4 veces con PBS pH 7,4-Tween 20 0,05
% y dos veces con agua destilada.

Las muestras utilizadas se diluyeron al 3% en
Buffer proteico (PBS con 0,5% de BSA) y se incu-
baron 100 pl de esa solucién por 30 min. a 37°C.
Luego se lavaron 6 veces con buffer de lavado (PBS
con 0,05% Tween 20, pH 7 4).

Como conjugado se utilizé Anti-lgG humana-
peroxidasa (Sigma), diluido 1:1000 con PBS pH 7,4
y se incubaron 100! por 30 min. a 37°C. Luego se
lavé 6 veces con buffer correspondiente.

El revelado de la reacci6n se realizé con 100l
de TMB (tetrametilbenzidina 10mg y 1 ml de dime-
tilsulféxido, en 100 mi de buffer 4cido citrico/aceta-
t0 0,1M pH 6 y 20l de H202 30 Vol) incubando 30
min. a 37°C. La reaccién se detuvo con 100p! de
H2504 Ny se ley6 a 450 nm en lector para micro-
placas de ELISA. (18).

Los sueros fueron previamente evaluados por
técnicas comerciales para el diagndstico de anti-
cuerpos especificos anti-HIV (técnica ELISA; mar-
cas Abbott y Organon) y confirmados luego por

8

Western Blot (WB). Las muestras fueron conserva-
das a -20°C.

Tratamiento estadistico de los datos obtenidos en
los inmunoensayos (18)

Calculo del titulo de corte (cut off)

Titulo de Corte = X medio (sueros negativos)
+2.5

Donde:

Titulo de corte: expresado en unidades de
densidad Optica (DO).

X medio= Valor medio de las lecturas espec-
trofotométricas de los sueros negativos en DO.

S= Coeficiente de Desviacion Estandar.

Calculo de Ia sensibilidad
N° de sueros reactivos
Sensibilidad= x 100
N° total de sueros positivos
Donde:

N° de sueros reactivos: sueros reactivos en el
ELISA utilizando como antigeno cada péptido sinte-
tizado.

NO total de sueros positivos: Sueros positivos
en el WB.

Calculo de Ia especificidad

N° de sueros no reactivos
x100

Especificidad=
N° total de sueros negativos

Donde:

N° de sueros no reactivos: sueros no reactivos
en el ELISA utilizando como atigeno cada péptido
sintetizado.

N° total de sueros negativos: sueros negativos
en el WB.

Calculo del coeficiente de variacidn (CV):

Cv= x 100

X
Donde:
S: Coeficiente de desviacion estandar
X: media de los sueros negativos.
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Resultados y discusién

Se sintetizaron tres péptidos correspondientes
a secuencias del loop V3 de la glicoproteina de
membrana gp120 del HIV1 llIB: gp120-1, -2 y -3,
todos ellos conteniendo la secuencia GPGR alta-
mente conservada. (19-25).

Mientras que el péptido gp120-1 representa la
secuencia completa del loop V3, los ofros dos
contienen secuencias parciales del principal deter-
minante neutralizante localizado dentro del mismo.

Sobre el extremo N-terminal de la secuencia
gp120-2 se incorporaron aminoacidos no presentes
en la estructura nativa, con la finalidad de posibilitar

Tabla N°1. Secuencias sintetizadas
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la formacién de puentes disulfuro y mejorar lainmo-
vilizacién de los antigenos sabre la superficie sdlida.
Los péptidos 120-1 y 120-2 fueron utilizados en los
inmunoensayos en forma lineal y ciclica.

En la Tabla n°1 se presentan las secuencias
sintetizadas, y la region de la proteina nativa en que
estan ubicados; en letras pequenas se indican los
residuos no pertenecientes a la secuencia nativa
que fueron incorporados en gp120-2. En la Tabla
n®2 se detallan las caracteristicas fisicoquimicas de
los péptidos sintetizados.

El grado de pureza, determinado por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) Analitica
fue superior al 90%, para todas las muestras.

Péptido region Secuencia
12010 303-338 CTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHC
120-2 M 308-327 aac NNTRKSIRIQRGPGRg AFVTI
120-3 308-323 NNTRKSIRIQRGPGRA
{1): péptido lineal y ciclico
Tabla N°2. Caracteristicas de los péptidos sintetizados
Péptido Tipo Residuos PM(g/mol) carga Hidrofilicidad® |  Pureza ®
120-1 amida 3 4054,1 +9 83 91,5%
120-2 amida 25 2704,9 +6 1.7 95,2%
120-3 amida 16 18245 +6 1.4 93%

(1) segin Hoop y Woods
(2) determinado por HPLC analitico

Evaluacién inmunoguimica

Lps péptidos sintetizados fueron evaluados en
una primera etapa frente a pooles de sueros positi-
vos y negativos, Los péptidos gp120-1ciclico, 120-
2_ lineal y ciclico mostraron capacidad para diferen-
ciar entre estos pooles, mientras que con 120-1li-
neal y 120-3 no se observé reactividad. Posteriores
ensayos de estos péptidos con un panel de 6 sueros
fuertemente positivos en el Western Bloty 6 sueros

negativos, permitié observar un comportamiento
similar.

Sobre la base de estos ensayos preliminares,
los péptidos inmunorreactivos fueron evaluados
frente a un panel de 22 sueros positivos en el
Western Blot para anticuerpos anti-gp120 y 22 sue-
ros negativos, siguiendo el protocolo descripto en
la seccion materiales y métodos. Los resultados se
muestran en la Tabla n°3.
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Tabla N°3. Resultados de los ensayos inmunoquimicos con un panel de 44 sueros,empleando como

antigenos los peptidos 120-1 y 120-2
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1201 ciclico 120-2 knea) 120-2 cicico

Sueros Western Blot positivas 22 22 22

Sueros reactivos* 22 17 15

Sueros Western Blot negativos 22 22 22

Sueros no reactivos 21 21 20

X medio no reactivos 0,221 0.238 0,256
$ no reactivos 0,038 0,121 0,107
CV no reactivos 17,2% 50,8% 41,8%
Titulo de corte 0,297 0,480 0,470
X medio sueros reactivos 0.727 0,635 0,550
S sueros reactivos 0,305 0,234 0,156
Dif. Reactivos-no reactivos 0,506 0,397 0,294
Especificidad 95,5% 95,5% 90,9%
Sensibilidad 100% 7.2% 68.2%

* Reactivo 0 no reactivo para los antigenos en estudio.

El péptido 120-1c¢ muestra parametros de titu-
lo de corte, desviacion estandar, coeficiente de
variacion de los sueros negativos, que determinan
una alta sensibilidad (100%) y especificidad
(95,5%) para el diagndstico de anticuerpos especi-
ficos.

Trabajando con el péptido 120-2 tanto lineal
como ciclico se observé unabuena respuesta frente
a los sueros positivos (sensibilidad: 120-2 lineal
95,5% y 120-2 ciclico 90,8%) pero una menor
especificidad (68,2% y 77,2% respectivamente) en
comparacion a 120-1ciclico, con gran dispersién
en los datos, alto titulo de corte y pequefia separa-
cion entre positivos y negativos, dificultindose la
interpretacion de los resultados. El agregado de
cadenas hidrofobicas sobre el extremo N-terminal
de la secuencia logra mejorar la presentacion del
sitio de reconocimiento inmovilizado sobre la super-
ficie de inmunocaptura, observandose reactividad
también con el péptido lineal.

La ausencia de inmunorreactividad de gp120-
3 podria interpretarse considerando que la secuen-
cia no representa al epitope en forma completa, si
se tiene en cuenta lo observado por Schreiber M.,
etal (26) en relacién a la unién preferencial de
anticuerpos anti-V3 a péptidos lineales conteniendo

la secuencia conservada GPGRAF. No obstante,
estimamos que a este factor secuencial se esta
sumando una conformacion poco eficiente del pép-
tido inmovilizado sobre la superficie de inmunocap-
tura.

El péptido 120-1c posteriormente fue estudia-
do frente a dos paneles de sueros: uno de 93 sueros
positivos y negativos (54 positivos y 39 negativos)
(tablan®4) y otro de 23 sueros indeterminados para
el WB. Estos ditimos no presentaban reactividad
para la banda de gp120, pero si para gp160.

Los resultados obtenidos en los ensayos ELI-
SA muestran para 120-1c una sensibilidad del
97,43% y especificidad del 96,43%; separacion
positivos-negativos 0,554 Unidades de D.0. y una
distribucién muy homogénea de los resultados ob-
tenidos con los sueros negativos: X medio= 0,217,
S$=0,038 y CV= 17,5%. De los 23 sueros indeter-
minados ensayados, 21 (91%) fueron reactivos.

La gran dispersion de los resultados obtenidos
con sueros positivos es debido a que estos prove-
nian de pacientes en distintos estadios de la infec-
cién, por lo que la cantidad de anticuerpos circulan-
tes s variable entre cada una de las muestras (16,
27)
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Tabla N°4. Resultados de los ensayos inmunoquimicos del péptido gp120-1ciclico frente a un panel de 93

SUeros.
Sueros Western Blot positivos 54
Sueros reactivos 52
Sueros Western Blot negativos 39
Sueros no reactivos 38
X medio no reactivos 0,217
S sueros no reactivos 0,038
CV sueros no reactivos 17.5%
Titulo de corte 0,293
Xmedio sueros reactivos 0,554
S sueros reactivos 0,308
Sensibilidad 97,43%
Especificidad 96,43%
Conclusiones dibliografia

El péptido que imita al loop V3 completo en su

forma ciclica (120-1) es reconocido por los anti- -

cuerpos presentes en sueros de pacientes infecta-
dos con una adecuada sensibilidad y especificidad,
sugiriendo que su funcionalidad depende significa-
tivamente de la conformacién, dado que no se
observé inmunorreactividad en su forma lineal. Los
resultados obtenidos con este antigeno frente a los
diferentes paneles estudiados, sefialan su relevan-
cia para el diagnéstico de la infeccién.

La incorporacion de los residuos AFV (resi-
duos 324-326 de la gp120 del HIV1) sobre el extre-
mo C-terminal de la region flanqueada por los dos
residuos de cisteina en gp120-2 permitiria mejorar
los resultados, ya que es probable que estos tres
aminoécidos estén formando parte del mismo epi-
tope continuo.
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