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RESUMEN

El desarrollo de sistemas que permiten la
cuantificacion de la proteina gag 24 del VIH-1 puede
ser de importancia en el prondstico de la evolucién
de pacientes con SIDA, y en el monitoreo de la
produccién de antigeno natural y recombinante.
En este trabajo se reporta la generacién de un panel
de anticuerpos monoclonales (AcM), a través de la
fusién de esplenocitos de ratones inmunizados con el
antigeno recombinante y ¢l micloma SP2/0/Agl4.
Se han caracterizado cinco AcM provenientes de
clones secretores estables. La especificidad de los
anticuerpos por la gag 24 fue confirmada por ELISA,
inmunofluorescencia indirecta y Western Blot. Uno
de los cinco AcM reconoce, ademds, la cepa SBL6669
del VIH-2 en ELISA. Finalmente se demostré que
¢l suero de un individuo infectado con VIH-1 inhibe
la unién de AcM 197 a la gag 24 adsorbida a placas
de poliestireno.

SUMMARY

The development of systems that allow the
measurement of the gag 24 protein of HIV-1 can be
important for prognostic studies in AIDS patients,
as well as in the monitoring of the production of
natural and recombinant antigen. We have
gencrated a panel of anti gag 24 monoclonal
antibodies (Mabs), through the fusion of splenic
lymphocytes of mice immunized with the recombinant
antigen and the SP2/0/Agl4 myeloma. Mabs from
five stable clones were purified and characterized.
The specificity of antibodies for HIV1 gag 24 was

confirmed by ELISA, indirect immunofluorescence
and Western Blot analysis; one of these antibodies
recognized also the SBL6669 strain of the HIV-2.
Finally, we have demonstrated that it is possible to
block the binding of Mab 197 to gag 24 using a HIV-1
positive human serum.

INTRODUCCION

Las proteinas que conforman la capside
del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) son producidas en forma de un
precursor de 55 kDa, utilizando la maquinaria
biosintética de la célula infectada. Esta
molécula es luego especificamente escindida
para dar lugar a las proteinas p15, p18 y p24
(Veronese, 1988).

La p24 (gag 24) es mayoritaria y constituye
la envoltura més intima del ARN viral
(Ratner et al., 1988; Wain-Hobson er al.,
1985; Sanchez-Pescador et al., 1985; Muesing
et al., 1985). Es posible detectar temprana-
mente anticuerpos contra esta proteina en
la sangre de los individuos infectados con
el virus. Los niveles de estos anticuerpos
tienden a disminuir hacia los estadios
finales de la enfermedad (Goudsmit, 1986;
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Goudsmit, 1987; Ghrayeb, 1986; Lange
et al., 1986), conjuntamente con una eleva-
ci6n de los niveles de antigeno circulante.
Esto hace posible que a la cuantificacion de
estos parametros se le atribuya cierto valor
prondstico (Homsy, 1986; Mathiesen, 1988).

No esté aclarado afin cual es la funcion
de los anticuerpos contra p24 y si estos
‘confieren algfin tipo de proteccién al
individuo. Aunque no deben ejercer un
efecto neutralizante sobre el proceso
infectivo del virus, se postula que pueden
contribuir, a través de la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC),
con la destruccion de las células infectadas
que expresen estos antigenos en su
superficie (Ikuta et al., 1989).

Varios autores han reportado la obtencién
de anticuerpos monoclonales (AcM) que
reconocen la gag 24. Estos AcM han
sido empleados en la deteccién del
antigeno libre o inmunocomplejos circulan-
tes, en histopatologia, y en estudios de
reactividad cruzada para retrovirus rela-
cionados (McHugh, 1988; Veronese, 1985;
Tenner-Réacz, 1987),

En este trabajo describimos la obtencién
y caracterizacion de un panel de cinco AcM
contra la gag 24 recombinante (gag 24r).
Estos anticuerpos tienen una utilidad
potencial en estudios clinicos y experi-
mentales relacionados con los VIH.

MATERIALES Y METODOS

Inmundgeno

Para la inmunizaciéon empleamos la gag 24r,
producida por la Division de Vacunas y Medios de
Diagnéstico del CIGB, con mds del 90% de pureza.

Obtencién de los AcM

Inmunizacién. Se inmunizaron ratones BALB/c
machos de 8 semanas, por via subcutdnea en los
dias 0, 15 y 21 con dosis de 50 ug de gag 24r. Para la
primera dosis, el antigeno fue emulsionado con
adyuvante completo de Freund (Gibco); para las dosis

restantes se empleé adyuvante incompleto.
A los animales con mayor titulo (ver mds adelante)
se les suministrd tres dias antes de la fusién una
cuarta dosis booster de 50 ug de gag 24 en solucién
salina tamponada con fosfatos (SSTF), por la via
intraperitoneal.

Fusién y pesquisaje. Los linfocitos esplénicos se
fundieron con la linea de mieloma SP2/O/Agl4 en
proporcién 10:1; la fusion, cultivo y seguimiento de
los hibridos se realizé de acuerdo con el protocolo
establecido en nuestro laboratorio, descrito en
trabajos anteriores (Duarte et al., 1987).

A partir de la tercera semana de cultivo se
pesquisaron los sobrenadantes para anticuerpos
especificos contra gag 24, empleando un ELISA
indirecto. Se recubricron placas de poliestireno
(Dinatech) con 5 ug/ml de gag 24r en tampén
carbonato-bicarbonato pH 9,6 durante toda la noche
a 4°C (100 ul por pozo). Luego se afiadieron 100 ul
de los sobrenadantes de cultivo de hibridomas a cada
pozo. Después de 2 horas a 37°C, las placas se lavaron
con SSTF-Tween y se incubaron una hora con una
solucién de Igs de conejo anti-IgG de ratén, conjugada
a peroxidasa (Dakopatts), diluida 1:1000 en SSTF
conteniendo 1% BSA y 0,05% Tween 20. Después de
varios lavados, la reaccién fue revelada con 100 ul por
pozo de ortofenilendiamina al 0,04% en tampdén
citrato pH 5,5, conteniendo 5 ul de una solucién de
peréxido de hidrégeno al 30%. La reaccién se detuvo
a los 20 minutos con H,50,4 2,5 M y se procedié a
determinar la absorbancia a 492 nm en un lector
microELISA (Multiskan Titertek). Las muestras
fueron consideradas como positivas cuando los
valores de densidad Optica eran, al menos, tres veces
superiores al control negativo.

Posteriormente, las muestras positivas fueron
analizadas en un ELISA utilizando placas comerciales
de lisados virales de VIH-1 (Organon). Los hibridos
establemente secretores de anticuerpos que reconocian
tanto a la gag 24r como a los lisados virales, fueron
clonados y reclonados por dilucién limitante.

Purificacion de AcM

La purificaciéon de AcM se realizé a partir de
fluido ascitico, obtenido luego de la inoculacién de
3 mullones de células hibridas en la cavidad peritoneal
de ratones BALB/c preinyectados 10 dias antes con
aceite mineral por la misma via. El ascitis colectada
por puncién repetida se centrifugd a 500 x g,
"delipidizé” con cloroformo 1:1 y se dializé contra
SSTF. Para la purificacion se empled la cromatografra
de afinidad en proteina A Secpharosa CL 4B
(Pharmacia) siguiéndose ¢l protocolo sugerido por el
fabricante (Anénimo, 1987). El grado de pureza se
comprobé mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS PAGE, Laemmli, 1970) y la
concentracién proteica segin el método de

Lowry (1951).
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Determinacién del isotipo del AcM

Se empled la técnica de inmunodifusién radial
doble de Ouchterlony y Nielsson (1978), con
antisueros clasificadores (ICN-Immunobiologicals)
y sobrenadantes de cultivos de hibridomas
concentrados diez veces.

Reconocimiento de VIH-2

La existencia de reactividad cruzada con VIH-2
fue estudiada mediante ELISA con placas recubiertas
con lisados virales de VIH-2 (aislamiento SBL6669},
gentilmente donadas por la doctora Gunnel Biberfeld,
del Departamento de Inmunologia del Laboratorio
de Bacteriologia Estatal de Estocolmo, Suecia.
El procedimiento seguido fue similar al descrito para
el pesquisaje de los sobrenadantes.

Inmunofluorescencia indirecta

El ensayo se efectué en células CEM infectadas
con VIH-1 (LAV1), previamente fijadas a placas con
acetona-metanol. Las muestras se incubaron con
20 ul de sobrenadante de cultivo durante 1 hora a 37°C.
Luego de tres lavados de 5 minutos se adicionaron
20 ul de Ig de conejo anti IgG de ratén, conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) por
30 minutos a 37°C; se volvi6 a lavar tres veces y las
células fueron tedidas con azul de Evans y observadas
en un microscopio de fluorescencia.

Western Blot

Se utilizaron tiras preparadas en el Laboratorio
Nacional de Diagnéstico de SIDA de La Habana a
partir de lisados de VIH-1 (LAV 1) transferidos a
nitrocelulosa luego de SDS-PAGE y bloqueadas con
SSTF conteniendo 10% de leche descremada.
Las tiras se incubaron durante | hora a 37°C con los
anticuerpos purificados y luego de tres lavados se
anadié una solucién de Ig de conejo anti IgG de
ratén-peroxidasa, 1 hora a temperatura ambiente.
Las tiras se lavaron y revelaron utilizando la
diaminobencidina como cromogeno.

Ensayo de competencia de AcMs
con sueros

Se incubaron pozos recubiertos con gag 24r
(1 pg/ml) con sueros humanos positivos y negativos
diluidos 10, 30 y 90 veces, durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente se anadieron 100 ul de los diferentes
AcMs por espacio de 1 hora a temperatura ambiente.
Como revelador se utilizé Ig de carnero anti IgG de
ratén conjugado a peroxidasa. El resto de la técnica
se desarrollé tal y como se ha descrito pard otros
ELISA en este trabajo. Se calculd en cada caso el
porcentaje de inhibicién, I= X/M x 100, donde "M"
es el valor de la absorbancia para cada AcM sin
incubacién previa con suero y "X" ¢s ¢l valor de
absorbancia obtenido para el mismo anticuerpo
previamente incubado con suero.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De la fusién de un bazo se obtuvieron un
total de 820 pozos con hibridos viables, de
los cuales 110 (13%) secretaban anticuerpos
especificos contra la gag 24r, segiin resultados
del pesquisaje inicial. Este alto porcentaje
confirma la alta inmunogenicidad de esta
proteina en ratones (Kusk et al., 1988).

Luego de sucesivas clonaciones se selec-
cionaron cinco clones de hibridomas con
secrecion estable de AcM, para su caracte-
rizacion posterior. En la tabla 1 se resume
su reconocimiento en ensayos de inmuno-
fluorescencia indirecta sobre células
infectadas, ELISA con antigeno natural
(VIH-1 y VIH-2), y la subclase de inmuno-
globulina. Cuatro de los AcM pertenecen
a la subclase IgG1 y el quinto es una IgG2a.

Todos los AcM estudiados reconocen
determinantes antigénicos, presentes tanto
en la preparacién recombinante utilizada
como inmundgeno, como en la gag 24 nativa
del virus. Estos sitios se encuentran, ademas,
presentes en dos de los aislamientos del
VIH-1: LAV1y HTLV-IIIB, lo que indica
que debe tratarse de sitios conservados
dentro de esta proteina.

Uno de los cinco AcM mostrd reactividad
cruzada con lisados del VIH-2 en ELISA,
lo cual ha sido reportado para otros AcM
contra gag 24 (Minassian er al., 1988; Niedrig
et al., 1988). Esto es explicable, ya que
ambos virus presentan un elevado nimero
de residuos conservados en las proteinas
que componen la capside. El grado de
homologia para estas proteinas entre el
VIH-2 y el VIH-1 es variable, llegando a
ser hasta del 90% para algunos aislamientos
de VIH-1 en EE.UU. y Africa, y de 58%
para los aislamientos curopeos (Guyader
et al., 1987).

Todos los AcM reconocieron con
diferente intensidad a la proteina en células
infectadas. Esta caracteristica los hace
susceptibles de ser empleados en estudios
citopatoldgicos e histopatologicos.



Anticuerpos monoclonales contra la gag 24

CARACTERISTICAS leTilllJbr::):) UIMICAS DE LOS AcM
.Rencﬂ__ir_idud
AcM Subclase ELISA
Vil VIH-L (%) VIH-2
706 1gG1 ' +. + -
234 1gG1 + 5
626 18G1 o =
439 1gG1 + -
197 1gG2a ++ +

IF1 inmunofluorescencia indirecta;

+ + = reaccién fuertemente positiva en ELISA (>05);
+ = reaccién positiva en ELISA (>03y <0,5);
- = reaccién negativa en ELISA (<0,2);
P = fluorescencia positiva;

lisado viral (Organon).

Los cinco anticuerpos ensayados por
Western Blot reconocieron de forma
especifica las bandas correspondientes a la
p24 y su proteina precursora p55 en lisados
de LAV1 (figura 1). De este resultado es
posible inferir que los epitopes reconocidos
por estos anticuerpos no son de naturaleza
discontinua, pues no se pierden con el
tratamiento desnaturalizante que recibe la
muestra durante la técnica de Western Blot.
Adicionalmente, el hecho de que los AcM
reconozcan también la proteina precursora
sostiene la idea de que la conformaci6n de
estos epitopes esta dictada exclusivamente
por la secuencia de los aminoécidos que lo
integran.

En la figura 2 se muestra como la unién
de los AcM fue bloqueada en mayor o
menor grado por el suero de un individuo
seropositivo, con valores maximos de 70 y
45% para los AcM 706 y 197, respectiva-
mente. Lo expuesto indica que estos dos
AcM reconocen epitopes que son antigé-

nicos en humanos, y pudieran ser empleados
como base para la elaboracion de un sistema
competitivo para la deteccion de anticuerpos
especificos contra la gag 24 en el suero de
pacientes.

Respecto al comportamiento de los AcM
restantes, es dificil llegar a una explicacion
definitiva sobre la base de los experimentos
conducidos con solo un suero. No obstante,
puede pensarse que existan regiones en la
proteina que constituyen epitopes para
células B de raton y no para las humanas.
Ello ha sido demostrado anteriormente
para AcM de ratén por otros autores
(Baetselier et al., 1989).

Actualmente trabajamos en la determi-
nacion exacta de los epitopes reconocidos
por todos los AcM obtenidos, empleando
péptidos sintéticos (manuscrito en prepa-
racién). Ello permitird ampliar los conoci-
mientos bdsicos existentes acerca de la
relacidén entre estructura y antigenicidad de
esta proteina.
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FIG. 1. Western Blot con AcM en lisados de VIH-1 (LAV1): a) suero negativo de ratén; b) suero humano
positivo; c) AcM 626; d) AcM 706; e) AcM 197; ) AcM 439; g) AcM 234; h) suero positivo de ratdn.
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FIG. 2. Ensayo de bloqueo de los AcM por sueros humanos. Las barras correspondientes a los AcM
representan la inhibicién de la unidn de estos a la gag 24r, causada por el suero de un paciente seropositivo al
VIH-1. Las barras correspondientes a "suero negativo” representan el promedio de inhibicién de la unidén de
los diferentes AcM, causado por un suero no portador de anticuerpos contra la gag 24.
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