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RESUMEN
El virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el virus Linfotrópico de las Células T Humanas (HTLV) son
retrovirus humanos; el VIH pertenece a la subfamilia Lentivirinae y el HTLV a la subfamilia Oncovirinae. Las
proteínas antigénicas, obtenidas por la tecnología del ADN recombinante y por síntesis química, son muy
utilizadas en el diagnóstico del VIH y el HTLV. En este sentido, los péptidos sintéticos se aplican en estos
ensayos por la elevada sensibilidad y especificidad que aportan a los mismos. En el presente trabajo se
obtuvieron mediante síntesis química en fase sólida péptidos monoméricos de las regiones del núcleo,
transmembrana y la envoltura del VIH-1 y 2 y el HTLV-I/II y nuevos péptidos quiméricos que combinan las
secuencias más antigénicas de diferentes regiones de los virus, separadas por dos glicinas como brazo espaciador.
La antigenicidad de los péptidos del VIH, se evaluó frente a muestras positivas procedentes de Paneles de
Seroconversión, Mixto y de bajo título (Boston Biomedica Inc) y muestras de seropositivos cubanos al VIH-1, y
la antigenicidad de los péptidos del HTLV frente al Panel PRP-205 (Boston Biomedica Inc) y muestras de
seropositivos cubanos al HTLV-I. La especificidad de todos los péptidos fue del 100%. Se demostró que los
péptidos quiméricos pueden ser utilizados como antígenos para detectar anticuerpos contra más de una proteína
simultáneamente y que la eficiencia de la detección es dependiente del orden de las secuencias en el péptido.
Los resultados obtenidos demostraron la antigenicidad de los péptidos sintetizados, siendo mayor en los péptidos
quiméricos, y su utilidad como antígenos en el desarrollo de ensayos de diagnóstico para la detección de
anticuerpos al HTLV-I/II y al VIH-1 y 2.

Introducción
Los retrovirus [1] se clasifican en tres subfamilias
Oncovirinae, Lentivirinae y Spumavirinae. Dentro de
la subfamilia Oncovirinae encontramos el Virus
Linfotrópico de las Células T humanas tipo I (HTLV-
I), cuyos integrantes suelen provocar proliferación ce-
lular, este fue el primer retrovirus linfotrópico humano
identificado, aislado en 1978 de un paciente con un
linfoma cutáneo de células T e informado en 1980 por
el Dr Robert Gallo y colaboradores [2, 3]. El HTLV-II
se aisló por primera vez de un paciente con una va-
riante de Leucemia de células pilosas y se publicó en
1982 [4].

El genoma de los virus HTLV-I/II está compuesto
al menos por tres genes estructurales y dos genes re-
guladores, más las terminales largas repetidas.

Los genes estructurales están representados por el
gen gag (antígeno de grupo), que codifica la proteína
p55 precursora de las proteínas p19, p24 y p15 que
son las proteínas que constituyen el núcleo, el gen pol
(polimerasa) que codifica las enzimas necesarias para
la replicación viral  y el gen env (envoltura) que codi-
fica la proteína gp 62 precursora de las proteínas gp46
y gp21, siendo la primera una proteína de superficie y
la segunda una proteína de transmembrana [5].

Perteneciente a la subfamilia Lentivirinae se en-
cuentra el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)
[6],  agente causal del Síndrome de Inmunodeficiencia
Humana (SIDA), es un lentivirus cuya estructura
genética está formada, al igual que el resto de los
retrovirus, por genes estructurales (gag, pol, env) y
genes reguladores (nef, tat, rev, vpr, vpu, vif).

El gen gag codifica la síntesis de las proteínas del
núcleo p17 y p24, que constituyen la estructura cen-

tral del virus y el gen env codifica la síntesis de las
proteínas de la envoltura del virus a través de un pre-
cursor, la glicoproteína gp160, que no es un compo-
nente estructural, sino que se produce durante la
infección, pero luego se degrada para formar las
glicoproteínas estructurales de la envoltura gp41 [7] y
gp120 [8].  La proteína gp 36 es la más utilizada para
el diagnóstico del VIH-2.

La presencia de anticuerpos contra los antígenos de
la envoltura es sumamente importante para el diag-
nóstico de la infección por VIH y por lo menos un
componente de esta región debe ser detectado para
confirmar la infección.

La síntesis de péptidos en fase sólida reportada
por Robert Bruce Merrifield en el año 1963 [9], ha
sido aplicada en un gran número de laboratorios y su
uso se ha extendido a numerosas áreas de las ciencias
médicas y naturales. Estos péptidos son ampliamente
utilizados en la actualidad para la identificación y ca-
racterización de determinantes antigénicos en las pro-
teínas, para la obtención de anticuerpos monoclonales
y policlonales dirigidos contra secuencias de proteí-
nas específicas, para el desarrollo de vacunas obteni-
das por métodos no convencionales, así como
antígenos específicos en ensayos de diagnóstico para
la detección de anticuerpos contra determinado agente
etiológico [10].

Los inmunoensayos heterogéneos de tipo indirec-
to son los más empleados para localizar los determi-
nantes antigénicos en las proteínas y requieren la
adsorción de péptidos sintéticos a una fase sólida.
Sin embargo la mezcla de dos o más antígenos en esta
fase, puede afectar la sensibilidad y especificidad de
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los ensayos, debido a la competencia por la adsorción
a la fase sólida y por los cambios que se presentan en
la distribución espacial de los determinantes
antigénicos en los péptidos adsorbidos. Por tal moti-
vo en la actualidad se ha incrementado el uso de
péptidos sintéticos quiméricos [11], moléculas que
presentan en su composición, por ejemplo, dos o
más secuencias de proteínas de dos virus diferentes
o de proteínas diferentes de un mismo virus, lo que
garantiza que el péptido adquiera una estructura es-
pacial semejante a la natural y al mismo tiempo se
logre una eficiente adsorción a la fase sólida.

El objetivo del presente trabajo consiste en la
obtención mediante síntesis química en fase sólida
de péptidos monoméricos y nuevos péptidos qui-
méricos correspondientes a secuencias antigénicas
de las proteínas del núcleo, transmembrana y la en-
voltura del VIH-1 y 2 y HTLV I/II para ser utiliza-
dos como antígenos en ensayos para la detección de
anticuerpos específicos a estos agentes etiológicos,
en la certificación de la sangre de donantes y en la
vigilancia epidemiológica.

Materiales y Métodos
Todos los péptidos fueron obtenidos mediante sín-
tesis química en fase sólida, empleando la estrategia
Boc en bolsas de polipropileno. Las reacciones de
acoplamiento se realizaron por activación del grupo
carboxilo de cada aminoácido por el método de la
carbodiimida y fueron verificadas por el ensayo cua-
litativo de la ninhidrina. El grupo tert-butiloxicarbo-
nilo (Boc) fue eliminado con ácido trifluoracético
(TFA) al 37,5% en Diclorometano (DCM) y se neu-
tralizó la sal del TFA con dietilisopropilamina (DIEA)
al 5% en DCM.

La desprotección final de todos los péptidos se
realizó mediante el procedimiento conocido como
“Low-High HF”, utilizando ácido fluorhídrico, para
eliminar los grupos protectores de las cadenas latera-
les y la ruptura del enlace péptido-resina. Posterior-
mente, las bolsas se lavaron con éter dietílico y se
secaron al vacío. Se extrajeron los péptidos de la resi-
na con ácido acético al 30% en agua destilada. El ex-
tracto final se diluyó con agua y se liofilizó. Los
péptidos se purificaron por Cromatografía líquida de
alta resolución (HPLC-Fase Reversa) [12] y se carac-
terizaron mediante Espectrometría de Masas con
ionización por Electrospray (ESI-MS) [13].

La actividad biológica de los péptidos se deter-
minó mediante un ensayo UltramicroELISA
(UMELISA) de tipo indirecto, para la detección de
anticuerpos a los virus VIH y HTLV. Se utilizaron
muestras positivas caracterizadas de Paneles de la
Boston Biomedica Inc y de seropositivos cubanos
al VIH-1 y HTLV-I.

Para el estudio de especifidad de los péptidos sin-
tetizados se utilizó un total de 1021 muestras de
donantes de sangre pertenecientes al Banco de San-
gre de Marianao.

Resultados y Discusión
Se obtuvieron péptidos sintéticos monoméricos co-
rrespondientes a regiones antigénicas del núcleo (p24)
(C-14 y C-15), de la región de transmembrana (gp41)
(H-18 y A) [14] y de la envoltura (gp120) (P-3, Lazo

V3 y C-12) del VIH-1. Los péptidos resultaron
antigénicos en la prueba por separado pero no detec-
taron algunas muestras por lo que se decidió sinteti-
zar péptidos quiméricos que contenían en una misma
secuencia dos de estos péptidos monoméricos, en
dos posibles ordenes y separados por dos Glicinas
(G) como brazo espaciador. Se obtuvieron diez
péptidos quiméricos: PQ-1 (C-14-GG-C15), PQ-2
(C-15-GG-C-14) [15], Q-1(A-GG-P-3), Q-2(P-3-
GG-A), C-15(H-18-GG-P-3), C-15-1(P-3-GG-H-18)
[16], C-16 (H-18-GG-C-12), C-16-1(C-12-GG-H-
18), C-17 (H-18-GG-LazoV3), C-18 (LazoV3-GG-
H-18). El péptido quimérico C-15 resultó el más
antigénico frente a todas las muestras positivas, como
se observa en la Figura 1.

Se sintetizó un péptido monomérico perteneciente
a la región de transmembrana gp 36 del  VIH-2, el cual
demostró ser altamente sensible y específico a todas
las muestras del Panel de Boston Biomédica Mixto de
tipo II. Este resultado es de gran importancia debido a
que se ha reportado homología entre las secuencias de
las proteínas de la envoltura del VIH-1 y 2  por lo que
este péptido facilitaría la diferenciación entre los dos
tipos del VIH.

Se sintetizaron seis péptidos monoméricos corres-
pondientes a regiones antigénicas del HTLV (M1, M2,
M3, M4, M5 y M6), donde M1 se corresponde con
la proteína p19 del HTLV-I , M2 corresponde con la
proteína p19 del HTLV-II, M3 con la proteína gp46
del HTLV-I, M4 proteína gp46 del HTLV-II, M-5
proteína gp21 del HTLV-I y M-6 proteína gp21 HTLV-
II, además se obtuvieron 13 péptidos de la región de
transmembrana (gp21) del HTLV-I, resultando el más
reactivo el péptido gp21(13). También se obtuvieron
ocho péptidos quiméricos: Q1(M1-GG-M3), Q2(M3-
GG-M1) [17, 18], Qm-1 (M2-GG-M4), Qm-2 (M4-
M2) [19], Q3 (M5-GG-M3), Q4 (M3-GG-M5) [20],
Q5 (M6-GG-M4), Q6 (M4-GG-M6) [21] (Figura 2).

Figura 1. Comportamiento de los péptidos quiméricos del VIH-1 frente a muestras positivas al VIH-1.
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Los péptidos quiméricos Q-2, Q-5 y el péptido
monomérico gp21(13) son utilizados como antígenos
en un nuevo ensayo de diagnóstico para la detección
de anticuerpos al HTLV-I/II.

La especificidad de estos péptidos se obtuvo un 100%.

Conclusiones
Se obtuvieron péptidos monoméricos y nuevos
péptidos quiméricos de los retrovirus humanos:
VIH-1 (proteína del núcleo (p24) y de transmem-
brana (gp41) y la envoltura (gp120)) y del VIH-2
(proteína de transmembrana (gp 36)), además de la
(proteína del núcleo (p19) (I) , de transmembrana
(gp21) y la envoltura (gp46) del HTLV-I/II. Se de-
mostró que los péptidos quiméricos pueden ser uti-
lizados como antígenos para detectar anticuerpos
contra más de una proteína simultáneamente y que
la eficiencia de la detección es dependiente del or-
den de las secuencias en el péptido, lo que puede
estar relacionado con la adsorción del péptido a la
fase sólida y la accesibilidad de los epítopos para el
reconocimiento por los anticuerpos. Todos los
péptidos fueron específicos frente a muestras nega-
tivas. Los resultados obtenidos demostraron la
antigenicidad de los péptidos sintetizados, siendo
mayor en los péptidos quiméricos, y su gran utili-
dad como antígenos en el desarrollo de ensayos de
diagnóstico del HTLV-I/II y VIH-1 y 2. Los péptidos
sintéticos: Q1 (p19-gp46) (HTLV-I) y M4 (gp46)
(HTLV-II) y una proteína recombinante gp21, son
los antígenos utilizados en el estuche UMELISA
HTLV-I/II que se encuentra registrado, y respecto a
VIH se utiliza un péptido sintético de la proteína
p24 del núcleo como uno de los antígenos del estu-
che diagnóstico UMELISA HIV 1+2 Recombinant,
único estuche que se utiliza en nuestro país para la
certificación de la sangre y sus derivados, y consti-

Figura 2. Comportamiento de los péptidos quiméricos del HTLV-I/II frente a muestras positivas al HTLV-I/II.
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tuye el primer paso previo a la confirmación de un
individuo VIH positivo como parte del sistema de
vigilancia epidemiológica. Los péptidos Q-5(gp21-
gp46) (HTLV-II), 0,2 (gp 46-p19) (HTLV-I) y gp21
(13) (HTLV-I) son los antígenos que forman parte
de la fase sólida de un nuevo ensayo diagnóstico
para la detección de anticuerpos al HTLV-I/II.
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