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ABSTRACT

More than six million of AIDS cases have been reported since the beginning of the HIV/AIDS pandemic. In
addition, there were 21.8 millions HIV-1 infected persons by June 1996. In spite of recent improvements in the
therapeutics, the development of a preventive vaccine is critical for the control of AIDS. The aim of this review is
to present a profound view of one of the most attractive regions of the viral envelope: the V3 loop. In V3, the
principal neutralizing domain of HIV-1 has been located, as well as epitopes for helper and cytotoxic T cells.
Because of its exceptional features, it has been included in the vast majority of the vaccine candidates in
evaluation. The main findings about the structure and polymorphism within this region are summarized. Despite
its variability, certain structural parameters are conserved in order to permit the V3 loop to mediate important
functions in the viral infection. A general hypothesis about the role of V3 loop in the events of viral entrance and
tropism is advanced. Different studies demonstrate the existence of cross-reactivity among V3 peptides. Some
human monoclonal antibodies recognize conserved epitopes in V8 from different clades and neutralize primary
isolates. However, the relevance of these aspects for vaccine development is still uncertain. Finally, an overview
of the main vaccine strategies involving V3 immunogens is presented.
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RESUMEN

La infeccién por VIH-1/SIDA es una importante pandemia que afecta a toda la humanidad. Actualmente 21,8
millones de personas estan infectadas con el VIH y alrededor de 7 000 contraen la infeccién cada dia. Desde el
ihicio de la epidemia se han reporfado mds de seis millones de casos de SIDA. A pesar de recientes avances en la
terapéutica con drogas antivirales, es evidente que el desarrollo de una vacuna preventiva es la Unica opcién
para lograr el control de la pandemia. El objetivo del presente trabajo es abordar con mayor profundidad el
estudio de una de las regiones mas fascinantes de la envoltura viral: el lazo V3. En V3 se localiza el dominio
principal de neutralizacién del VIH-1 y a su vez coexisten epitopos para células T auxiliadoras y citotéxicas. Por
estas caracterisiicas excepcionales, esta regién ha sido incluida en casi todos los candidatos vacunales que se
evaluan actualmente. Se resumen los principales hallazgos en cuanto a la estructura y el polimorfismo de esta
regién. A pesar de su variabilidad, determinados parametros estructurales se conservan para permitir a la regién
V3 mediar importantes funciones en el proceso infectivo. Se esboza una hipétesis general acerca del papel de V3
en el proceso de penetracion viral, y se discute su influencia sobre el tropismo viral. Varios trabajos indican la
existencia de reactividad cruzada entre péptidos de V3. Algunos anticuerpos monoclonales humanos contra V3
definen epitopos considerablemente conservados y han logrado neutralizar cepas primarias. Por ltimo se ofrece
una panordmica de las diferentes estrategias vacunales basadas en inmunégenos de la regién V3.

Palabras claves: VIH-1, neutralizacién, polimorfismo, anticuerpos monoclonales, vacunas, SIDA

Introduccién

Han pasado trece afios desde que se aisio por vez
primera el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (1) y doce desde que éste fuera caracterizado
como el agente etiologico del sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida (SIDA) (2). Méas de seis mi-
liones de casos de SIDA han ocurrido en el mundo
desde el inicio de la epidemia hasta 1996, y se
estima que 21,8 millones de personas son actual-
mente portadores del VIH. Cada dia se reportan

7 000 nuevas infecciones; el 98 % de éstas en el
mundo subdesarrollado (3).

Durante los primeros afios de la infeccion, la te-
rapia antiviral, basada en la droga AZT, ha sido
poco eficaz. En los ultimos tres aflos se han desa-
rrollado una docena de nuevas drogas antivirales
inhibidoras de las enzimas virales reverso-
transcriptasa y proteasa; en la clinica, estas drogas
han mostrado ser mds eficaces que el AZT. Por otra
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parte, resultados recientes de ensayos clinicos con
combinaciones de dos o tres de estas drogas han
sido muy alentadores y han abierto una etapa de
mayor optimismo en la terapia del SIDA. No obs-
tante, es evidente que la terapia antiviral no es la
soluciéon para el SIDA como pandemia, ya que el
94 % de las personas infectadas con el VIH viven
actualmente en paises del tercer mundo, donde no
hay acceso a los medicamentos mas elementales.
Estas razones respaldan con fuerza la necesidad
urgente de desarrollar una vacuna eficaz contra el
SIDA, direccion en la que se vienen realizando
intensos esfuerzos en todo el mundo.

A pesar de indiscutibles avances en el conoci-
miento de los aspectos basicos de la infeccion por
VIH, las investigaciones se desarrollan en una at-
mosfera de gran incertidumbre. La falta de conoci-
miento de los indicadores de proteccion, la ausencia
de un modelo animal que reproduzca la enfermedad
y la dificultad adicional que impone el polimorfismo
del virus son los tres obstaculos principales para el
desarrollo de una vacuna.

Esta situacion ha provocado que se exploren una
amplia gama de estrategias vacunales, entre ellas:
vacunas atenuadas (4), subunidades recombinan-
tes (5), vectores vivos (6-8), péptidos sintéticos (9)
y ADN desnudo (10, 11). Algunas de estas estrate-
gias estan representadas en los 24 candidatos vacu-
nales evaluados en un numero considerable de
ensayos clinicos de Fase I yII en humanos. Existen
una serie de revisiones recientes que abordan estos
aspectos (12-14). El objetivo del presente trabajo es
abordar con mayor profundidad el estudio de una de
las regiones mas fascinantes de la envoltura viral: el
lazo V3.

Posiblemente no exista en otro virus una regién
que haya sido tan estudiada y que genere opiniones
tan controvertidas. En V3, epitopos de union de
anticuerpos neutralizantes coexisten con epitopos
para células T auxiliadoras (Th) y citotoxicas
(CTL). Por otra parte, es considerada una pieza
clave en el proceso infectivo, ejerce una influencia
importante sobre el tropismo viral y se especula
ademas que desempeiia un papel protagonico en la
patogénesis de la enfermedad. Por sus caracteristi-
cas excepcionales, esta region ha sido incluida de
una u otra forma en casi todos los candidatos vacu-
nales que se evalian actualmente.

Epitopos para anticuerpos
neutralizantes en el VIH-1

Con la excepcion de un reporte aislado de anticuer-
pos neutralizantes contra la proteina externa de la
capsida pl7 (15), los epitopos blanco de la accion
de anticuerpos neutralizantes se localizan en la
envoltura del virus. Esta esta formada por dos glico-
proteinas: la gp41 o proteina transmembranica y la
gp120 o proteina externa.

gp41

Se han descrito dos sitios blanco de anticuerpos
neutralizantes en la proteina transmembréanica. El
primero fue reportado por Chanh TC ef al. (16) en
la region 735-747 y confirmado a través de experi-
mentos de inhibicion de la actividad neutralizante
de sueros humanos (17) y mediante la expresion de
este fragmento en poliovirus (18).

Broliden PA et al. (17) reportaron por primera
vez la region conservada 647-671 como blanco de
anticuerpos neutralizantes. Los péptidos de esta
regién son capaces de inhibir el efecto neutralizante
de sueros humanos. Este hallazgo fue confirmado
por la obtencién de un anticuerpo monoclonal
(AcM) humano neutralizante que reconoce la se-
cuencia ELDKWA en la posicién 662-667 (19). La
inmunogenicidad de estos sitios en humanos parece
ser débil ya que la mayoria de los anticuerpos contra
gp41 estan dirigidos contra una regiéon conservada
inmunodominante y no son neutralizantes (20).

gp120

Uno de los primeros reportes de epitopos de anti-
cuerpos neutralizantes en la gp120 fue el de Ho D
etal. (21), quienes generaron antisueros neutrali-
zantes en conejos a través de la inmunizacion con
un péptido del segundo dominio conservado (aa
254-274). Este resultado fue confirmado para pri-
mates (22), aunque otros autores no fueron capaces
de reproducirlo (23).

También se han descrito anticuerpos neutrali-
zantes en macacos contra las regiones 152-176,
193-218 y 206-230 de la gp120 (22). La primera de
estas regiones se ubica entre los dominios V1 'y V2
y sobrelapa con el péptido 164-187 también descrito
como sitio de neutralizacion en la region V2 (24).
Otros autores también han reportado generacion de
anticuerpos neutralizantes con péptidos de V2 (25).

AcMs de raton contra la region C4 neutralizan
diferentes cepas de VIH-1(26). Esta region, que
forma parte del sitio de unién al receptor, es inmu-
nosilente en humanos. Por otra parte, se ha descrito
la presencia de anticuerpos neutralizantes contra el
extremo carboxilo terminal (498-508) en cone-
jos (27) y en sueros humanos (17). No obstante, el
principal dominio neutralizante (PND) de la envol-
tura del VIH-1 se localiza en la region V3.

Hasta aqui mencionamos epitopos secuenciales y
poco dependientes de la estructura terciaria de la
proteina. Sin embargo, diferentes trabajos han de-
mostrado que existen epitopos neutralizantes de
naturaleza conformacional en la envoltura (28, 29).
Los anticuerpos que reconocen estos epitopos
muestran un espectro neutralizante mas amplio que
la mayoria de los anticuerpos contra V3 y otras
regiones. Se considera que los bajos titulos neutrali-
zantes contra diferentes cepas de VIH-1 observados
en sueros humanos son mediados por este tipo de
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anticuerpos (30), e incluso otros experimentos
sugieren que la mayor parte de la respuesta contra
gpl120 esta dirigida contra epitopos conformaciona-
les (31).

La tercera regién variable del VIH-1
contiene el determinante principal
de neutralizacién del VIH-1

En 1987 se publicaron los resultados de un estudio
de prediccion de epitopos en la envoltura del
VIH-1 (32). Para esto se empled un programa que
integra diferentes parametros como hidrofilicidad,
probabilidad de giros B, accesibilidad y movilidad.
Dentro de las regiones seflaladas como probable epitopo
B estaba la tercera region variable (V3) de la gp120.

Estas predicciones se verificaron independiente-
mente por varios grupos de investigadores. En el
primero de estos trabajos se describi6 la generacion
de anticuerpos neutralizantes en chivos inmunizados
con el péptido de dieciocho aminoacidos SP10
acoplado al toxoide tetanico (33). Este péptido
representd la region V3 del aislamiento IIIB y no
indujo anticuerpos neutralizantes contra las cepas
MN y RF. Por otra parte, un péptido similar con la
secuencia de la cepa RF, neutralizd sdlo a ésta y no
a las cepas MN o IIIB.

Rusche JR et al. (34) reportaron la obtencién de
antisueros contra gp120 recombinante producida en
células de insectos y contra un fragmento de ésta
(PB1) obtenido en bacterias. Estos antisueros inhi-
bieron la formacion de sincicios provocada por el
VIH-1 in vitro. Su actividad inhibitoria fue a su vez
completamente bloqueada por un péptido de 25
aminoacidos de la regién V3.

Goudsmit J et al. (35) encontraron que sueros
neutralizantes de chimpancés infectados con VIH-1
eran capaces de reconocer el péptido de catorce
aminoécidos de V3 IRIQRGPGRAVTIG. Sueros sin
capacidad neutralizante no mostraron reactividad
contra este péptido. Los residuos variables a ambos
lados del centro GPGR resultaron criticos para la
uni6n de los anticuerpos.

Los trabajos citados, y otros posteriores, estable-
cieron que en la region V3 esta ubicado el determi-
nante principal de neutralizaciéon (PND) del VIH-1.
Por ejemplo, la eliminacion de la region codificante
para V3 del gen de la gp120 originé una proteina
incapaz de inducir anticuerpos neutralizantes (36).
Se demostré que solo ocho aminodcidos en la zona
central pueden acomodar un epitopo neutralizan-
te (37, 38). Los cinco aminoicidos PGRAF son
antigénicamente activos frente a sueros humanos,
aunque la avidez de la interaccion disminuye de
forma significativa (39).

Existen elementos experimentales que indican
que el PND se limita a una region de aproximada-
mente 15-20 amino4cidos en el centro del lazo V3.

Un AcM dirigido contra la secuencia IGKIGNMRQ
en la base carboxilo terminal del lazo no mostr6
actividad neutralizante (40).

Estos resultados permitieron identificar que el
PND contiene epitopos poco dependientes de la
estructura terciaria de la proteina. En términos mas
precisos, péptidos de esta region adoptan una con-
formacion que mimetiza con éxito su propia estruc-
tura en la proteina nativa. Esta importante propie-
dad permite su manipulacion sin menoscabo de su
integridad antigénica y manteniendo la capacidad de
inducir una respuesta humoral neutralizante contra
el VIH-1.

Estructura y variabilidad del PND
Estructura

Las primeras predicciones de la estructura secunda-
ria de esta region estimaron como muy probable la
presencia de un giro B en la zona central del la-
zo (41). La aplicacion de técnicas de resonancia
magnética nuclear y dicroismo circular a péptidos de
V3 corrobord la existencia de un giro B de tipo I
tanto en péptidos ciclicos de 42 aminoacidos como
en péptidos lineales de 24 residuos (42). Estas
observaciones indican que el giro B no depende de
la integridad del puente disulfuro y que existe un
predominio de estructura secundaria al azar, aunque
otros autores han encontrado una marcada tendencia
a la formacion de hélice alfa en la por-
cion C terminal (43).

Evidencias mas precisas de la disposicion tridi-
mensional se obtuvieron recientemente a través del
analisis cristalografico del complejo entre el frag-
mento Fab de los AcMs 59.1 y 50.1 y el péptido de
V3 de la cepa MN (44, 45). La regién central con-
servada mostrd en efecto una estructura de giro 8
tipo I (GPGR), pero ademas se encontré una con-
formacién general en forma de S, con la presencia
de otros dos giros B de tipo Il y I (aminoacidos
GRAF y RAFY, respectivamente) (Figura 1). La
conformacién del péptido se estabiliza por tres
puentes de hidrogeno internos entre los residuos
G319-R322, G321-F324 y R322-Y325. Es muy
interesante destacar que este péptido adoptd una
conformacion practicamente idéntica en su asocia-
cion con estos dos anticuerpos monoclonales con
diferentes caracteristicas de union (Tabla 1).

Los estudios mencionados indican que la estruc-
tura de la region V3 se define de forma indepen-
diente al resto de la proteina y explica que frag-
mentos aislados de ella adopten una conformacién
similar a la de la proteina nafivg. Esta propiedad
hace muy atractivo su empleo como inmun(’)gerib;\

No obstante algunos trabajos sugieren la existen-
cia de epitopos definidos por interacciones entre V3 -
y otros dominios de la gp120. Por ejemplo, cambios
de aminoacidos fuera de V3 confirieron resistencia a
1a neutralizacién por un AcM contra V3 (62).

Biotecnologia Aplicada 1997; Vol. 14, No. 1



Carlos A Duarte

La tercera regién variable de la gp120

Pra P30 -

cly P31S

Pra P32t

Thr P26

< Cya P3T

Figura 1. Estructura del péptido de la region V3 del aislamiento MN cristalizado con fragmentos Fab de dos anticuerpos

monoclonales diferentes. Tomada de la referencia 45.

Se ha determinado que los aminoécidos de la se-
cuencia 113-142 estan cercanos al V3 en la estructu-
ra tridimensional de la proteina y en su conjunto
constituyen un epitopo discontinuo (63, 64). Muta-
ciones puntuales en estos epitopos afectan la neu-
tralizacion del VIH-1 por anticuerpos contra V3.
Adicionalmente se ha encontrado que la sustitucion
de V3 en diferentes contextos de gp120 modula de
forma importante la respuesta neutralizante contra
el virus (65).

El conjunto de estas observaciones indica que no
se puede subestimar el papel de la interaccion entre
V3 y otros dominios de la gp120 en la definicion de
epitopos de neutralizaciéon del VIH, aunque esto no
estd en contradiccion con la existencia de epitopos
en V3 que son independientes de estas restricciones
estructurales.

Polimorfismo genético

El polimorfismo genético del VIH, principalmente
de las proteinas de la envoltura, es muy elevado.
Esto viene dado por la baja fidelidad de copia de la
reverso transcriptasa viral (RT) que introduce apro-
ximadamente un error por cada 700 a 10* bases
incorporadas (66). No obstante esta tasa de muta-
ciones no es diferente de la de otros retrovirus.
Experimentos recientes sobre la dinamica de la

infeccion por VIH indican que la coexistencia de un
numero tan elevado de variantes virales
(cuasiespecies) en el organismo infectado es conse-
cuencia, en primer término, de la alta velocidad de
replicacion del virus. Segin calculos de dos grupos
independientes se generan diariamente 10° particu-
las virales (67, 68).

El estudio de la variabilidad genética de la region
V3 puede dividirse en tres etapas bien definidas. La
primera se enmarca entre la aparicion de la primera
secuencia del genoma de VIH-1 (69) y la publica-
cién del trabajo de La Rosa GJ et al. (41). En esta
etapa se secuencié el V3 de una veintena de cepas
en su gran mayoria provenientes de Europa y Esta-
dos Unidos (Tabla 2).

El citado trabajo de La Rosa GJ et al. (41) fue el
primer reporte extenso sobre la variabilidad del V3.
En éste se describiod la composicion de la regién V3
en 245 aislamientos, principalmente de Estados
Unidos. Las conclusiones de este trabajo fueron
estimulantes para los defensores de la importancia
del V3 como candidato vacunal, pues se observo
que el polimorfismo no era tan grande como se
estimo a partir de los primeros datos de secuencia.
Las sustituciones de aminodcidos encontradas fue-
ron generalmente conservativas y se confirmé que la
porcidn central del lazo, fundamentalmente el tetra-
péptido GPGR, es la mas conservada.

Biotecnologia Aplicada 1997; Vol. 14, No. 1
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales contra la region V3.

AcM Origen Referencia Ka Epitopo Potencia
0,58 murino 46 2x10% RGPGRAFVTIGKIG S1Ds 1 pg/mlL
9248 murino 47 3x10°® NNTRKSIRIQRG S JD;, 25 ng/mlL
BAT123 murino 48 - RIGRGPGRAFVTIGK N IDgo 1T pg/mtL
P4D10 murino 49 - IQRGPGRAFY -
N701-91 humano 50 ] RIHIGPGRAFY N Dy, 0,9 pg/ml
5025A humano 51 - GRAVTIG N IDgy 10 pg/mlL
19b humano 50, 52, 53 - f----G--FY-T -
NM-01 murino 54 - GPGR N IDso T pg/mL
257-20 humano 55 4x10% KRIHI N IDs, 3 pg/mlb
268-110 humano 55 8 x107 HIGPGR N IDs, 23 pg/mlL
447-D humano 56 - GPGR NID90 <10pg/mL
Loop 2 humano 57 - SISGPGRAFYTG . -
M77 murino 58 - IRIGRGPGRAFVTI N IDyo 0,3 pg/mL
50-1 humano 59 3x10°* GPGRAF N S 1Dy 25 pg/ml
83-1 humano 59 3x107 HIGPGRAF N S 1Dy 2,5 pg/mL
58-2 humano 59 1x10° IXIGPGR N S IDyo 0,25 pg/ml
10F10 murino 60 x10® IHIGP-R N ID50 1 pg/mL
2C4 murino 60 x 108 IHIG--R N ID50 1 pg/mL
694/98D humano 61 - GRAF -

IS) inhibicién de la formacién de sincicios.
N) inhibicion de la produccién de p24 viral.

ID,4{90)) concentracién de anticuerpo necesaria para reducir en un 50 {90) % la infeccién por el virus.

La tercera etapa se caracteriza por una explosion
informativa sobre secuencias de esta region que han
sido recogidas en la recopilacion de datos de se-
cuencias de nucledtidos y aminoacidos de retrovirus
publicados por el laboratorio de Los Alamos (70).
Esta base de datos que se actualiza anualmente
contiene la informaciéon de cepas circulantes en
diversas 4reas geogréficas. Un aporte importante a
este conocimiento lo ha brindado el programa de
estudios de polimorfismo viral que ha conducido en
los ultimos aiios la OMS en Brasil, Ruanda, Uganda
y Tailandia como preparacion para el desarrollo de
futuros ensayos de eficacia de vacunas.

Actualmente los aislamientos de VIH-1 se clasifi-
can en dos grandes grupos de acuerdo a la secuencia
de ADN del gen de la envoltura. El grupo M o
grupo principal se divide a su vez en ocho "clades”
o subtipos desde el A hasta el H, mientras que el O
("outliers") reine un pequefio grupo de secuencias
que divergen considerablemente del grupo principal.
La Tabla 3 muestra las secuencias consensos de la
region central de V3 para cada uno de esos subtipos.

Sin embargo, dentro de estos subtipos existe he-
terogeneidad en la secuencia de aminoacidos de la
region V3, y por otra parte, cepas que clasifican en
diferentes subtipos presentan considerable homolo-
gia dentro de V3. Por su importancia en el desarro-
llo de vacunas Korber y Myers (71) han propuesto
un sistema de clasificacion paralelo basado en la
secuencia de aminoécidos de la region central de
V3. Este sistema es denominado fenotipico y agrupa
las secuencias de V3 en 20 grupos. Hasta el mo-

mento no se ha estudiado detalladamente el grado
de reactividad cruzada entre péptidos de diferentes
grupos. Es muy probable que ni aun la clasificacion
fenotipica responda a un criteria inunclgico
funcional de reactividad cruzada entre cepas.

En Cuba se ha venido desarrollando en los ulti-
mos tres afios un estudio genético y viroldgico de las
cepas circulantes. Los resultados obtenidos con mas
de 40 secuencias de la region C2-V3 indican la
coexistencia de cepas de los subtipos By C (72, 73).

Los estudios longitudinales realizados demues-
tran que el polimorfismo en la secuencia de VIH-1

Tabla 2. Secuencia de la regién central de V3 de16 cepas de laboratorio de

VIH-1,
Oenominacién Subtipo Secuencia T
US.CDC42 B KRVTLGPGRVWYTT o
ZR.NDK D QORTSIGLRQSLYTI
US.BRVA B KRITMGPGRVYYTT
FR.LAI B IRIQRGPGRAFVTI
HT.RF B KSITKGPGRVIYAT
US.BAL B KSIHIGPGRAFYTT
US.sC B RSIHIGPGRAFYAT
US.SF162 B KSITIGPGRAFYAT
US.SF2 B KSIYIGPGRAFHTT
US.NY5CG B KGIAIGPGRTLYAR
US.JRSCF B KSIHIGPGRAFYTT
US.MN 8 KRIHIGPGRAFYTT
ZR.MAL D RGIHFGPGQALYTT
ZR.ELI D QRTPIGLGQSLYTT
ZR.IY1 D QSTPIGLGQALYTT
ZR.Z2Z6 D QRTSIGLGQALYTT
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aumenta dentro de cada individuo (74,75) y la
region V3 no es una excepcidn. Se ha descrito que
la heterogeneidad de V3 puede aumentar hasta el
19,5 % entre clones de un mismo paciente (76). Al
estudiar la secuencia de V3 en seis niffos infectados
por transfusion y la del donante de plasma, se en-
contraron importantes diferencias entre los infecta-
dos. La distancia entre los aislamientos virales de
éstos y la cepa original aumento con el tiempo y esta
variacion fue dependiente del hospedero, rapida e
independiente del nivel de antigeno expresado (77).

La aparicion de nuevas variantes en la region V3
y la relacién observada entre la respuesta de anti-
cuerpos contra V3 y la diversidad de secuencia en
individuos infectados (78) refleja la existencia de
una fuerte presion selectiva del sistema inmune.
Adicionalmente, segin se ha discutido antes, muta-
ciones en otras regiones de la envoltura pueden
provocar cambios que afectan la conformaciéon de
V3 y sus interacciones con otros dominios de la
gp120 y le permiten evadir la respuesta inmune del
hospedero (79, 80).

Sin embargo, a pesar de que la variacion dentro
de V3 de cada individuo aumenta con el tiempo, la
secuencia consenso apenas sufre variaciones en un
periodo de diez afios (81). Por otra parte, se observa
una tendencia a conservar el caracter (tipo particular
y posicién) de los aminoéacidos de esta region (41).
Esto es, probablemente, el reflejo de una presion
selectiva dirigida a conservar una estructura especi-
fica en el V3, e indica que éste debe desempeiiar
una funcién bioldgica importante para el virus.

En resumen, la composiciéon de aminoacidos de
V3 parece ser la resultante de dos fuerzas. Por una
parte, la respuesta inmune del hospedero que tiende
a seleccionar mutantes de escape, y por otra, el
propio papel de V3 en el proceso infectivo que
tiende a conservar las variantes mejor adaptadas
para la replicacion exitosa.

Polimorfismo antigénico. Serologia dirigida
con péptidos de V3

Los anticuerpos anti V3 en sueros humanos apare-
cen en los primeros seis meses después de la sero-
conversion y la subclase predominante en los sueros
humanos es IgG1 (38). La relacion entre la serologia
con péptidos de V3 y la secuencia de aminoacidos
de las cepas circulantes ha sido objeto de controver-
sia en el mundo. Los anticuerpos contra el V3 de la
cepa MN son predominantes no solo en sueros de
Estados Unidos y las Américas (95 %) sino también
en otros paises de Africa Occidental (80 %) como
Zaire y Zimbawe (82, 83). Por el contrario sueros
provenientes de Africa Oriental muestran solo un
30 % de reactividad contra MN. Esta observacion
no concuerda con los datos de secuencia del ADN
viral, ya que el V3 de los aislamientos de Africa es
muy diferente al del MN (71).

Carrow EN et al. (82) encontraron mayor fre-
cuencia de respuesta en sueros africanos contra un
péptido de la cepa MN que contra un péptido de la
cepa africana Z3. No obstante, la secuencia de V3
de Z3 difiere bastante del consenso de los grupos
circulantes en la region, por lo que es muy cuestio-
nable su empleo como prototipo de las cepas africa-
nas. Se argumenta que la elevada frecuencia de
aparicién de anticuerpos contra el V3 consenso de
América y Europa en Africa puede ser indicativa de
un origen africano para este tipo de aislamien-
to (83). No obstante, esta hipétesis no parece ser
convincente para explicar la ausencia de esta se-
cuencia en los virus aislados en Africa.

Una explicacién alternativa es la existencia de reac-
tividad cruzada entre cepas de Afiica (subtipos A, C y
D) y América (subtipo B). En este sentido se ha descrito
que sueros de individuos infectados con virus del subti-
po B reconocen péptidos consenso del subtipo D y
viceversa (84). En nuestro laboratorio se logro inhibir la
reactividad de sueros contra el péptido consenso B
(KSIHIGPGRAFYATG) con péptidos de cepas carac-
teristicas de Africa (KSIRIGPGQAFYATG) (85).
Adicionalmente, en Etiopia se reporté un 39 % de
sueros con reaccion cruzada entre los subtipos A
y C (86), mientras que otros investigadores también

_han encontrado alta frecuencia de reactividad cruza-

da entre péptidos de la misma area geografica (87).
A pesar de que la existencia de reactividad cru-
zada incrementa la ambigiiedad de los resultados, se
ha demostrado la utilidad potencial de la serologia
para la tipificacion de las cepas circulantes dentro
de una region determinada. Por ejemplo, en Tailan-
dia fue posible discriminar por serologia entre indi-
viduos infectados por virus de los subtipos B y E,
con un 93 % de coincidencia entre serotipaje y
genotipaje (88, 89). En un estudio similar, con
sueros de diferentes areas geograficas, se encontrd
un 90 % de coincidencia entre la secuencia de ADN
y el serotipo (90). Esto fue posible, a pesar de la
existencia de sueros con reactividad cruzada, por la
aplicacion de un ELISA en condiciones limitantes
de antigeno en el recubrimiento. Este ensayo favore-
ce la deteccion de anticuerpos de mayor afinidad y
por tanto menos polireactivos. No obstante, en otros

Tabla 3. Secuencias consenso de la regién
central de V3 de los subtipos de VIH-1.

Subtipo

Secuencia

RKSVRIGPGQAFYAT
RKSIHIGPGRAFYTT
RKSIRIGPGQTFYAT
RGRTHIGPGQALYTT
RTSITIGPGQVFYRT
RKSIHLGPGQAFYAT
RKSITIGPGQAFYAT
RKSIRIGPGQAFHAI
VQEIRIGPMAWYSMG

OCIOMTMUO ™)
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estudios con sueros provenientes de cuatro paises
diferentes no se encontré una correlacion tan directa
entre genotipo y fenotipo (91).

El conjunto de estos resultados sugiere que sélo
en determinadas 4reas epidemiologicas donde coe-
xistan cepas virales divergentes en la region V3
puede ser de utilidad la serologia, ya que donde
haya promiscuidad de cepas relacionadas antigéni-
camente la existencia de reactividad cruzada puede
hacer imposible la tipificacion por esta via. La
seleccion de los péptidos adecuados para cada re-
gién, asi como la metodologia empleada, parecen
determinantes para lograr un resultado exitoso.

También se reporta la existencia de sueros "no
tipables” que no reconocen a ninguno de los pépti-
dos empleados. Estos individuos pueden haber sido
infectados con variantes virales muy alejadas anti-
génicamente de los péptidos usados en el tipaje. Por
ejemplo, el suero de un individuo infectado en Cuba
con una cepa del grupo B con la secuencia atipica en
el V3 GRGR no reconocié ninguno de los péptidos
de V3 que se evaluaron, pero si al péptido homolo-
go (73).

A pesar de la vigorosa respuesta humoral desa-
rrollada desde fases tempranas, no se logra contener
la evolucion de la enfermedad. Se argumenta que el
sistema inmune del hospedero no es capaz de adap-
tarse a la variacién sostenida de las principales
regiones antigénicas del virus. Se ha comprobado
que en los primeros tiempos después de la serocon-
version, la especificidad de los anticuerpos anti V3
coincide con la secuencia de ADN encontrada para
cada individuo. En individuos estudiados cinco afios
después de la seroconversion el patron de respuesta
humoral contra el V3 no difiere generalmente del
anterior, sin embargo, el tipo de secuencia predomi-
nante en el virus varia (92).

Nara y Goudsmit (93) acuden a la hipétesis cono-
cida como "Original Antigenic Sin" (OAS) para
explicar esta observacion. Segin esta teoria algunos
antigenos de naturaleza variable como el V3 prede-
terminan el comportamiento del sistema inmune, de
forma que al ponerse en contacto con una nueva
variante se estimulan preferentemente los clones de

células B de memoria cuyos receptores de superficie

reconocen las regiones comunes a ambas variantes.
Segiin estos autores, esto "congela" de cierta forma
el repertorio de inmunoglobulinas generado, obsta-
culizando su diversificacion.

Objeto de debate ha sido también la relacion en-
tre anticuerpos anti V3 y la evolucién a SIDA.
Segin Fenouillet E ef al. (94) la presencia de anti-
cuerpos de alta afinidad contra péptidos de V3
correlacioné con el estadio clinico del paciente.
Resultados semejantes fueron encontrados en pa-
cientes cubanos, y adicionalmente, también se evi-
dencié correlacion entre anticuerpos antipéptidos
V3 y la progresion a la enfermedad (85). Estos

resultados fueron confirmados empleando polipépti-
dos multiepitopicos que incluyen varias regiones V3
(Duarte C, resultados no publicados). Sin embargo
Holmback K et al. (87) no encontraron correlacion
entre los anticuerpos contra péptidos de V3 autélo-
gos y el estado clinico. La explicacion para esta
discrepancia puede estar en que en este estudio, a
diferencia de los anteriores, solo se evalud la res-
puesta anti V3 de forma cualitativa.

El papel de los anticuerpos contra V3 en la
transmisién materno-fetal del VIH-1 ha sido muy
discutido en la literatura. Se ha reportado que la
presencia de anticuerpos contra un péptido de la
base de V3 en madres infectadas correlaciona con la
ausencia de transmision a sus hijos (95). Posterior-
mente Devash Y ef al. (96) encontraron correlacion
entre la presencia de anticuerpos de alta afinidad
para V3 en madres y la ausencia de transmision del
virus a los recién nacidos. Sin embargo, otros auto-
res no han sido capaces de corroborar esta observa-
¢ién (97-99). El hallazgo, por estos tiltimos autores,
de anticuerpos contra variantes de V3 en el suero
del recién nacido y no en el de su madre, sugiere
que la infeccion es causada por mutantes que esca-
pan a la respuesta inmune matema.

Los resultados de serologia con péptidos sintéti-
cos deben ser analizados con precaucién, pues la
metodologia varia de forma importante de laborato-
rio en laboratorio y se ha comprobado que estas
variaciones pueden provocar- diferencias en los
resultados obtenidos. Por ejemplo, la inclusién de
Tween 20 en el diluyente de las muestras amplia la
reactividad de los anticuerpos con péptidos de V3
de diferentes cepas y no siempre la reactividad de
AcMs contra péptidos de V3 en ELISA predice
satisfactoriamente su capacidad de wuniéon a
gp120 (100).

Seglin la experiencia de nuestro laboratorio la
presentacién de los péptidos acoplados a seroalbu-
mina bovina mejora significativamente la capacidad
de deteccion de sueros humanos (85). Este procedi-
miento evita la pérdida de epitopos producida por la
interaccion de residuos importantes con el plastico.

Funciones Biol6gicas de V3
V3, infeccién viral y tropismo

El V3 es importante para la entrada viral
y la formacién de sincicios

El VIH penetra en la célula blanco a través de un
proceso directo de fusion entre la membrana viral y
la membrana citoplasmatica. Este mecanismo de
fusién, independiente del pH del medio, es analogo
a la formacion de sincicios que tiene lugar entre las
células infectadas y no infectadas. Diversos estudios
indican que V3 juega un papel importante en ambos
eventos.
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Cuando se mutan las cisteinas que forman el
puente disulfuro que define el lazo V3, o se elimina
completamente esta regién, la proteina gpl60 no
sufre procesamiento proteolitico ni es capaz de
enlazar CD4 y el virus resultante no es infecti-
vo (101-103). Esto demuestra que la existencia de
este lazo es esencial para la conformacion tridimen-
sional correcta y funcional de las proteinas de 14
envoltura.

Por otra parte, la delecion de fragmentos de V3
(103, 104), la insercidn de cinco aminoacidos (105),
y mutaciones puntuales en esta region (106-111), no
alteran el procesamiento de la gpl60 ni su capaci-
dad de union a CD4, pero si la infectividad del virus
y su propiedad de inducir la formacién de sincicios.

Los aislamientos de VIH-1 se han clasificado de
acuerdo a su fenotipo y tropismo en dos grupos:
(a) monocitotropicos (MT), no inductores de sinci-
cios (NSI) y de baja capacidad replicativa (SL) y
(b) linfocitotropicos (LT), inductores de sincicios
(SI) v de alta capacidad de replicacion (RH). La
aparicion de cepas SI ha sido asociada a la progre-
sién a SIDA (112-115). El reemplazo de V3 de una
cepa SI a una NSI le confirié la capacidad de inducir
sincicios y viceversa (100).

Se ha especulado que el caracter basico de V3 es
lo yue le permite interactuar con moléculas negati-
vas en la superficie celular para establecer una
primera interaccion que facilite el encuentro con el
receptor CD4 (117). Para apoyar esta hipotesis
existen datos experimentales que demuestran la
interaccion de péptidos de V3 con sulfato de dex-
tran (118), sulfato de heparan (119) y hepari-
na (120).

Adicionalmente se ha demostrado la importancia
del nimero y la posicién de los residuos positivos
en V3 en el fenotipo viral (121-126). En particular
la presencia de residuos basicos en las posiciones
306 y 320 esta fuertemente asociada al fenotipo de
SI'y RH (116).

V3 y tropismo

En los ultimos affos se ha evidenciado que el tro-
pismo del VIH-1 es mas complejo que lo que ini-
cialmente se pensd. Ademas de linfocitos T4, los
monocitos y otras células del sistema reticulo endo-
telial que presentan el receptor CD4, se ha demos-
trado que el virus infecta de células de origen nervioso
y epitelial.

El tropismo por linfocitos o monocitos es muchas
veces excluyente en las cepas de VIH-1 y fue aso-
ciado inicialmente con una regiéon de la envoltura
que incluye V3 (127, 128). Mas tarde, se precisé
que el intercambio de un fragmento de 20 aminodci-
dos de la region V3 entre la cepa linfocitotropica
B y la monocitotropica Bal. (Tabla4) es sufi-
ciente para revertir ambos fenotipos (129).

Otros cambios dentro de V3 también afectan el
tropismo por monocitos (130-133) o células nervio-
sas (134, 135). Finalmente virus mutantes en los
cuales la prolina en posicion 313 del V3 fue susti-
tuida por alanina son capaces de infectar las lineas
MOLT4, CEM y SUPTI, de origen T, pero no la
linea de origen B AAS (109).

Estos resultados demuestran que la secuencia de
V3 define el tropismo del VIH por diferentes sus-
tratos celulares.

Papel de V3 en el proceso infectivo

Se conoce que el V3 no forma parte del sitio de
unién con alta afinidad al receptor CD4. ;Cual es
entonces su papel en el proceso de penetracion del
virus? A continuacion se enumeran algunos resulta-
dos que pueden ayudar a aclarar este aspecto.

1. Existe interaccion entre péptidos de V3 y ecto-
proteasas de distintos tipos celulares. La tripta-
sa TI2, presente en la membrana de la linea
linfoide MOLTH4, se une a la gpl20 a través
del V3 (136, 137). La region V3 es sensible a
la proteolisis por triptasa, trombina y catepsina
B (138). Péptidos de V3 de la cepa IIB inhi-
bieron la actividad proteolitica de células
Molt4 sin sufrir procesamiento proteolitico
importante (139). Una proteasa analoga, de ti-
po tripsina, ha sido descrita para la linea mo-
nocitica U937 (140). También se ha propuesto
que la molécula CD26 o dipeptidil di-peptidasa
sirve de segundo receptor a la gpl120 en linfo-
citos y que interactua con la regién V3, aunque
no se ha evidenciado que la corte (141).
A partir de estos resultados se ha propuesto
que el corte de V3 por una ectoproteasa de la
membrana celular es un paso necesario para la
entrada viral. Esta escision induciria un cambio
de conformacién de la gp120 de forma tal que
quede expuesto el fragmento hidrofobico N
terminal de la gp4l que interviene directa-
mente en el mecanismo de fusién de membra-
nas.

2. Diferentes autores coinciden en que péptidos
sintéticos de la region V3 son capaces de unir-
se a CD4 y a un péptido del dominio D2 de
esta molécula (142, 143). El dominio D2 de
CD4 no participa en la principal interaccion

Tabla 4. Fragmento de V3 que definié el tropismo

de las cepas Bal y HlIB de ViH-1.

Cepa Secuencia AA+ AA-
Bal SIHI..GPGRALYTTGEIIGDI 2 1
111B K-R-QR-----F--I-K.--NM 4 0

AA+): nomero de residuos con carga positiva.
AA-): nimero de residuos cargados negativamente.
-): igual aminoécido.

.): no existe residuo en esa posicidon.
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con gp120 y ha sido asociado con el proceso de
fusion de membranas (144-146). Cambios
puntuales de aminoacidos en V3 aumentaron la
resistencia del virus a la neutralizacion por
CDA4 soluble (147).

El significado biologico de esta interaccion no
esta claro, ya que mientras péptidos de V3 po-
tenciaron la infectividad del VIH a través de un
mecanismo dependiente de CD4 (148) otros
estudios han reflejado un efecto completamente
opuesto (149). Adicionalmente, péptidos de
seis o catorce aminoacidos ramificados alrede-
dor de un nucleo de lisinas, (Multi-Antigenic-
Peptides, MAPs) demostraron capacidad de
unién a CD4 en linfocitos y macréfagos y efecto
inhibitorio de la formacioén de sincicios (150-
153).

. Existen evidencias que sugieren que V3 parti-
cipa en un evento previo a la unién de alta afi-
nidad gp120- CD4 y posiblemente de corta du-
racion, ya que el virus necesita menos tiempo
para escapar de los anticuerpos contra V3 que
de anticuerpos contra CD4 (154). Estos resul-
tados resultan dificiles de conciliar con el he-
cho de que V3 participe en la fusiéon de mem-
branas pues este evento debe ocurrir necesa-
riamente después de la unién al receptor. Es
posible que estos datos experimentales estén
viciados por las cagacteristicas particulares de
los AcMs empleados, por lo que deberian ser
comprobados empleando otros anticuerpos. Es
posible también que el virus escape mas rapido
del AcM anti V3 porque esta region quede
"inaccesible” a los anticuerpos después de la
interaccion entre gp120 y CD4.

Tomando en cuenta estas observaciones, junto a
los elementos previamente expuestos que relacionan
V3 con el tropismo, es posible proponer la siguiente
hipétesis generalizadora:

1. El V3, con su fuerte carga positiva, sirve para
"localizar” al virién a la superficie celular a
través de interacciones electrostaticas con mo-
léculas cargadas negativamente.

2. Después de ser "atraido” a la célula el virus se
asocia fuertemente a CD4 a través de la inte-
raccion de alta afinidad. La region V3 queda
protegida.

3. V3 interactia con otras moléculas de membra-
na, ya sean ectoproteasas, CD26, el dominio
D2 del propio CD4 u otra molécula no identifi-
cada. Como resultado de esta intefaccién ocu-
rren cambios conformacionales importantes
que bien pudieran involucrar un corte proteoli-
tico de V3 que facilitan la exposicién del do-
minio fusogénico N terminal de gp41 y su inser-
¢ion en la membrana y asi provocar la fusion.

w

En este tipo de mecanismo el lazo V3 desempe-
flaria una doble funcion y la abundancia relativa de
sus ligandos en la célula blanco dictaria la suscepti-
bilidad de ésta a la infeccion por una u otra cepa
viral.

Finalmente, el esfingolipido galactosil ceramiaa
(Gal-Cer) ha sido descrito como receptor alternativo
para el VIH-1 en células de tejido epitelial (155) y
nervioso (156, 157). Adicionalmente se demostr6
que péptidos de V3 también pueden unirse a esta
molécula y bloquear la infeccién por VIH, inhibien-
do directamente su interaccién con gp120 (158).

Inmunidad Humoral Contra V3

Anticuerpos monoclonales contra V3

AcMs murinos y humanos confra V3. Epitopos
y caracteristicas generales

Diferentes AcMs murinos y humanos han sido
generados contra la regién V3 de diferentes cepas
de VIH-1 (Tabla 1). La actividad bioldgica de estos
anticuerpos ha confirmado la importancia del V3
como epitopo principal de neutralizacion.

A través del empleo de péptidos con sustituciones
de algunos aminoacidos se ha definido cuiles son
los residuos claves en la interaccién con el AcM.
Estos aminoacidos pueden ser importantes, no solo
en la interaccion con las regiones determinantes de
la complementariedad (CDR) de los anticuerpos,
sino también en la estabilizacion de la estructura del
péptido a través de las interacciones débiles entre
sus cadenas laterales.

El caracter restringido del efecto neutralizante de
la mayoria de los AcMs generados (46-50, 55,
58, 60), hizo que se catalogara de forma general a
los AcMs contra V3 como tipos especificos o cepas
especificas. No obstante, este concepto ha tenido
que ser revisado con la aparicion de AcMs dirigidos
contra las regiones mds conservadas (51, 54, 56,
59), los cuales muestran un patrén de neutralizacion
de cepas mucho mas amplio.

Algunos anticuerpos monoclonales generados
contra la region V3 del subtipo B reaccionaron en
ELISA con la gp120 del subtipo F, y en un caso, con
varios aislamientos del subtipo E, pero fallaron en
reconocer cepas primarias de los demas subti-
pos (52). El AcM 19b mostré amplia reactividad
contra gpl20 de los subtipos A,B,C,E y F pero
solo logroé neutralizar los del subtipo B y débilmente
los del C (159). Esto demuestra que la actividad de
union a péptidos no siempre es un buen indicador
de actividad neutralizante, aunque se ha correlacio-
nado la constante de disociacion (Kd) de la interac-
cién entre cada AcM y su péptido con su capacidad
neutralizante (160).
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Otfras funciones mediadas por AcMs contra V3

Se ha comprobado que algunos de estos AcMs no
solo presentan accién neutralizante de la infeccion
por virus libre y de la inhibicion de la formacion de
sincicios, sino que ademas son capaces de mediar in
vitro la citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpos (ADCC) (49) y la virolisis por fijacion de
complemento (161-162). Estos mecanismos pueden
jugar un papel importante en ia destruccion de
células infectadas y particulas virales, respectiva-
mente.

Sinergismo de la accién entre AcMs

Diferentes autores han demostrado que la combina-
cion de AcMs contra V3 con otros AcMs desarrolla
una actividad neutralizante superior a la simple
adicion de los efectos individuales.

AcMs humanos dirigidos contra el V3 (447-D) y
la regién de union a CD4 (588-D) mostraron efecto
sinérgico (163). Sueros de individuos inmunizados
con vaccinia-gpl60 y gpl60 soluble potenciaron la
neutralizacién mediada por un AcM contra el sitio
de unién al CD4 (164). La actividad neutralizante
de estos sueros humanos fue inhibida totalmente por
incubacion con péptido de V3, lo cual sugiere que
los anticuerpos neutralizantes estan dirigidos esen-
cialmente contra esta region,

De forma opuesta se ha descrito que dos anti-
cuerpos dirigidos contra el lazo V3 pueden estable-
cer relaciones de competencia entre ellos. De esta
manera un anticuerpo de menor capacidad neutrali-
zante (9284) atentia el efecto de uno mas potente
(0,58) (47). Una posible explicacion a este fendéme-
no puede ser la modulacién, provocada por la union
del AcM 9284, de la conformacién del lazo, de
forma tal que se oculte el epitopo reconocido por
0,58.

Anticuerpos de segunda generacién

El empleo de anticuerpos monoclonales contra V3
en la inmunoterapia pasiva ha sido un objetivo de
diferentes investigadores. Son conocidas las limita-
ciones que presentan los AcMs murinos para la
clinica, como por ejemplo la induccion de respuesta
inmune y la incapacidad para mediar algunas fun-
ciones biolégicas. Por otra parte, si bien se ha lo-
grado obtener AcMs humanos, estos clones son
generalmente inestables, de pobre crecimiento y
baja secrecién de anticuerpos, lo que dificulta su
producciéon industrial. La sustituciéon mediante
manipulacién genética de las regiones constantes
murinas por humanas ha permitido la obtencion de
AcMs quiméricos, los cuales conservan la afinidad y
la actividad neutralizante del AcM original y a la
vez incorporan otras funciones, como por ejemplo la
capacidad para mediar la citotoxicidad dependiente
de anticuerpos (ADCC) (48, 49, 165).
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La capacidad (mostrada por fragmentos Fab, (57)
y Fab (166) de AcMs contra V3) de neutralizar la
infeccién confirma que este proceso es indepen-
diente de las funciones biolégicas del fragmento Fc
o de la facultad de unir simultineamente dos molé-
culas de gp120 en la superficie de un virién, o dos
particulas virales independientes (cross-linking).
Incluso, un péptido sintético de la tercera region
determinante de la complementariedad (CDR3) del
AcM F58 neutraliz6 la infeccién por la cepa LAI
aunque con mucho menor eficiencia que el anticuer-
po completo (167).

La més reciente tendencia en el desarrollo de an-
ticuerpos monoclonales es sin duda la tecnologia de
obtencion de fragmentos Fab a través de la cons-
truccién de librerias de genes variables en fagos. Se
ha reportado la obtencion y caracterizacién de Fabs
de mediana afinidad contra epitopos conformacio-
nales de la gpl120 y contra la regién V3 wutilizando
este sistema (57, 168, 169). Recientemente se logro
incrementar la afinidad y el rango de neutralizacion
de un Fab contra el dominio de unién al CD4 me-
diante mutaciones en los CDR (170).

Nevtralizacién de cepas primarias

El ensayo de neutralizacién es un indicador de la
capacidad de determinados anticuerpos de inhibir la
infeccién de células susceptibles in vitro. Hasta
ahora nos hemos referido a ensayos que utilizan
como blanco lineas celulares CD4+ y cepas adapta-
das a replicarse en estas condiciones (cepas de
laboratorio). No obstante, en los ultimos afios se ha
encontrado que los anticuerpos que muestran activi-
dad neutralizante en estas condiciones no son capa-
ces de neutralizar aislamientos primarios (AP),
replicados exclusivamente en células mononucleares
de sangre periférica (PBMC). Estos aislamientos
son, fundamentalmente de fenotipo MT, NSI, SL.
Vancott TC et al. (171) depletaron de anticuerpos
contra V3 el suero de tres individuos infectados y
encontraron que éstos juegan un papel mas impor-
tante en la neutralizacion de cepas de laboratorio
que en la de aislamientos primarios. En este estudio
se empled un ensayo de reduccion del titulo viral y
su principal limitacién es el bajo ntimero de sueros
y aislamientos primarios utilizados.

Se ha detectado con baja frecuencia actividad
neutralizante de AP en sueros de personas infecta-
das y en varios AcMs humanos (172). En relacién
con los AcMs contra V3 el primer reporte de neu-
tralizacién de AP fue con el AcM 447D (173). En
otro estudio realizado en varios laboratorios se ha
reportado que el AcM 257-D neutraliz6 un aisla-
miento primario en tres de diez laboratorios en los
cuales se evalud, mientras el AcM THI sélo fue
neutralizante en uno de diez laboratorios (172). Esto
indica que existe un margen alarmante de variabili-
dad entre laboratorios para esta técnica. De acuerdo
con los resultados reportados por Bou-Habib DC et

Biotecnologia Aplicada 1997; Vol. 14, No. 1



Carlos A Duarte

La tercera regién variable de la gp120

al. (174), la region V3 esta poco expuesta en cepas
primarias y esto las hace mas resistentes a la neu-
tralizacion.

Es muy interesante el hecho de que sélo anti-
cuerpos humanos, ya sean monoclonales o policlo-
nales, han mostrado la cualidad de neutralizar cepas
primarias. Esto puede significar que la presentacion
patural de la gp120 en el virus es determinante, y
hasta ahora no se ha conseguido mimetizar satis-
factoriamente en los distintos inmunégenos evalua-
dos en animales y en seres humanos. El significado
biologico de estos resultados es objeto de amplia
discusidn actualmente. Recientemente se ha de-
mostrado que las células activadas con mitogenos
("blastos"), usadas en este tipo de ensayo, son mu-
cho mas susceptibles a la infeccion con VIH que los
linfocitos en reposo. La actividad neutralizante de
sueros humanos frente a cepas primarias fue consi-
derablemente mayor en un ensayo alternativo, en el
cual las células no fueron activadas con fitohema-
glutinina (PHA) (175). La capacidad de este ensayo
para predecir la actividad in vivo de los anticuerpos
ha sido puesta en entredicho cuando chimpancés
inmunizados con gpl20 resistieron un reto con esta
cepa multiplicada en PBMC, aun cuando sus sueros
no habian logrado neutralizar previamente la misma
cepa in vitro (176).

Facilitacién de la infeccién mediada
por anfticuerpos

Otro de los elementos que generan preocupacion en
torno a la respuesta humoral contra la envoltura del
VIH es el reporte por varios autores de la facilita-
cion de la infeccion mediada por anticuerpos
(antibody dependent enhancement, ADE) (177,
178). Este proceso involucra los receptores de com-
plemento y FC y tiene un efecto modesto en compa-
sacion al descrito para otros virus como el dengue.
Sus posibles implicaciones in vivo aun estan por
demostrar. Estudios realizados con sueros de indivi-
duos vacunados con gpl60 no han logrado demos-
trar actividad ADE (179).

Algunas regiones dentro de la envoltura viral se
han definido como blanco de este tipo de anticuerpo
(180, 181). Se ha reportado que anticuerpos contra
V3 pueden mediar ADE en cepas divergen-
tes (182, 183). Estos experimentos fueron realizados
con péptidos que cubren toda la region V3 y es
posible ofrecer dos hipétesis alternativas para expli-
car este resultado:

1. El fenémeno ADE es mediado por anticuerpos
generados contra la base del lazo, que es muy
conservada entre aislamientos y, los anticuer-
pos contra ella, no son neutralizantes. Esto pre-
supone que existen epitopos de neutralizacion
y epitopos de ADE y que éstos son excluibles.
Los AcMs 449D y 694/98D, dirigidos contra la
region central del PND (Tabla 1), no median
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ADE en ninguna de las condiciones estudia-
das (61). E1 AcM 2.3a, dirigido contra un epi-
topo conformacional de gp120, muestra un dé-
bil efecto neutralizante en células H9 a altas
concentraciones y efecto ADE en macréfagos
en un amplio rango de concentraciones. Sin
embargo el AcM 1.5¢, fuertemente neutrali-
zante contra otro epitopo conformacional, no
muestra en ningin caso un efecto
ADE (184, 185). La mezcla de ambos anti-
cuerpos neutraliza a altas concentraciones y
tiene efecto ADE a bajas concentraciones.

2. El efecto ADE es modulado por la afinidad de

la interaccién entre cada anticuerpo y su epito-
po. Segun ésta, dos anticuerpos contra el mis-
mo epitopo pueden mediar funciones opuestas
en dependencia de su afinidad. En este caso,
los anticuerpos generados contra el V3 de una
cepa muestran menos afinidad contra cepas di-
vergentes y su efecto neutralizante se trueca en
ADE.
Sera necesario acumular mas conocimientos
sobre el mecanismo de ADE a nivel molecular
para poder comprender cuil es su verdadero
papel en la infeccién por VIH-1. Hasta el mo-
mento los expertos estiman que las evidencias
encontradas no son suficientes como para in-
validar los estudios clinicos efectuados actual-
mente con diversos candidatos vacunales.

Inmunoterapia pasiva con AcMs contra V3

Modelos animales. Diferentes modelos de inmuno-
terapia pasiva han demostrado la eficacia de anti-
cuerpos contra V3 para proteger contra el reto viral
in vitro e in vivo. El anticuerpo monoclonal
BATI123 confirio proteccion en el modelo del raton
con Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID),
repoblado con 20 X 10° células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) humanas ante un reto con
la cepa IIIB. El reto se efectud una hora después de
administrada una dosis de 40 mg del AcM por
kilogramo de peso. Segun los estudios farmacociné-
ticos, esta cantidad garantizo una concentracion en
sangre de 100 pg/mL del AcM, el doble de la con-
centracion necesaria para lograr neutralizacion
completa in vitro. Se logro aislar VIH en cultivo de
cinco de los seis controles y no se aislé en los doce
ratones tratados. El tiempo de vida media del anti-
cuerpo fue entre nueve y doce dias (186).

Por otra parte, el AcM CBI, version quimérica
del 0.58, logro proteger chimpancés del reto con
VIH-1. La administracion del AcM se efectud tanto
a una como a 24 h antes del reto. La dosis suminis-
trada fue de 36 mg/kg de peso (187). Anteriormente
se habia comprobado que la incubacién previa in
vitro por 90 min del ViH-1 con anticuerpos policlo-
nales contra gp120 evitaba la infeccion de chimpan-
cés (188). En este mismo ensayo el AcM 0.58 no
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protegi6 completamente, pero retardé significativa-
mente la multiplicacién del virus-en el animal ino-
culado. Como este anticuerpo es murino existe la
posibilidad de que los inmunocomplejos formados
no fueran eliminados adecuadamente de la circula-
cién y el virus conservara su potencialidad infectiva.

Los experimentos de protecciéon en animales por
transferencia pasiva de anticuerpos neutralizantes
han constituido un elemento importante para la
investigacion en vacunas profildcticas. Constituyen
hasta la fecha la tnica evidencia inequivoca de que
un tipo definido de respuesta inmune logra proteger
contra la infeccién del VIH-1, e indica ademas, que
manteniendo un nivel determinado de anticuerpos
en sangre es posible impedir la colonizacion irrever-
sible del sistema inmune por el VIH-1.

Estudios clinicos en humanos. Estos resultados
han alentado por una parte la busqueda de anticuer-
pos de mas amplia reactividad cruzada, o de una
mezcla de AcM contra los principales grupos de
VIH-1 para la inmunoterapia pasiva del SIDA.
Existen dos situaciones donde este proceder puede
ser claramente eficaz: la transmision materno-fetal y
la exposicion accidental al virus. Mas dificil es
predecir si tendra algin efecto beneficioso sobre el
curso de la enfermedad en individuos infectados.

Los resultados de dos ensayos clinicos de Fase I
en los que se emplearon el AcM murino
P4ADI10 (189) y un AcM quimérico humano/raton
construido a partir del AcM BATI23 (190)
(Tabla 1) mostraron que ambos fueron bien tolera-
dos y seguros. Aunque estos ensayos de Fase I no
estdn diseflados para evaluar la eficacia del trata-
miento, en uno de éstos se encontré una disminu-
cion alentadora de la carga viral en algunos pacien-
tes (190). Estos AcMs contra la cepa IIIB no son
idoneos para el tratamiento por lo limitado de su
reactividad contra las cepas de VIH mas frecuentes.
Este estudio brindd la posibilidad adicional de
comprobar que la vida media en sangre de este AcM
quimérico (ocho a dieciséis dias) es muy superior a
la descrita para un AcM murino (15 h) (191), aun-
que sigue siendo algo inferior a los 21 dias reporta-
dos para la IgG normal (192).

Homologias y reactividad cruzada
con proteinas humanas

Existen algunos reportes en la literatura de homolo-
gias entre la region V3 y proteinas humanas. En
algunos casos ésta solo existe a nivel de secuencia y
en otros se ha evidenciado la presencia de anticuer-
pos con reactividad cruzada entre las moléculas
homologas. A continuacién comentamos algunos de
estos resultados.

Existe homologia entre la regién central de V3 de
la cepa NYS con colageno (193) (Figura 2).

Los sueros de pacientes VIH+ reconocen tanto el
péptido de V3-NY5 como el consenso de colageno.
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En este trabajo solo se presentan los datos de un
suero, aunque se plantea que se estudiaron dieciséis
VIH+ y quince VIH-. No obstante al purificar los
anticuerpos por inmunoafinidad con el péptido NY5
la reactividad cruzada contra el péptido de colageno
en ELISA es muy reducida y poco convincente.
Previamente se habia sugerido que la presencia de
anticuerpos contra colageno en personas VIH nega-
tivas podia aumentar su susceptibilidad a la infec-
cion (194).

De forma similar existen epitopos compartidos
entre el V3 de la cepa IIIB y proteinas de células
nerviosas (195), asi como con una proteina de 70 kD
asociada al "splicing" de ARN (196), mientras que
la reactividad con un antigeno nuclear parece ser la
causa de la localizacion en nicleo de un AcM contra
el aislamiento IIIB (197).

Por ultimo la regién que abarca el V3 y los diez
aminodcidos precedentes tiene homologia con la
region variable pesada del grupo Il de inmunoglo-
bulinas humanas (198). Entre el 3 y 6 % de los
linfocitos B de individuos VIH- reaccionan con
gp120 y en los individuos con SIDA se observa un
déficit clonal de células B con genes de la familia
H3 (199). Estos elementos han servido para elaborar
la hipotesis de que el V3 puede interferir con la red
de regulacion idiotipica del individuo y actuar como
un superantigeno para células B que expresan
VH3 €200, 201). De esa forma se estaria empobre-
ciendo el repertorio de inmunoglobulinas del hospe-
dero, lo cual facilitaria el escape del virus. Sin
embargo, llama poderosamente la atencién que la
reactividad contra gp120-sea mediada por anticuer-
pos de clase IgM y no IgG (198), ya que se conoce
que las IgM tienden a ser moléculas polirreactivas
de baja afinidad y elevada avidez. Por otra parte, un
posible superantigeno ha sido localizado, pero no en
V3 sino dentro de la region C2 de la gp120 (202).

Inmunidad Celular Contra V3
Epitopos para células T citotéxicas

En el mismo afio en que fue descrito como epitopo
B, Takahashi H et al. (203) reportaron la region V3
de la cepa IIIB como epitopo inmunodominante para
células T citotoxicas (CTL) en ratones de haplotipo
H2°. El péptido reportado comprende la secuencia
RIQRGPGRAFVTIGK de la cepa IIIB. Este hallaz-
go fue corroborado por diversos autores (204, 205).
Este péptido fue también reconocido por CTL de
individuos seropositivos (206) y de voluntarios
inmunizados con las proteinas de la envoltura (207,

Figura 2. Homologias en las secuencias de proteina del colageno y el V3 de la cepa NY5.

EKGEAGDPGRPGD
X*KG**GA*PGR* * *

KKGIAIGPGRTLY V3 NY5
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208). En estos ultimos se ha descrito reconocimiento
restringido por los alelos HLA-A2, HLA-A3 y
HLA-A1l.

Takahashi H et al. (209, 210) reportaron por
primera vez la existencia de células CD4+ con
actividad citotoxica en voluntarios inmunizados.
También se detecté actividad citotdxica tanto en
linfocitos CD4+ como CD8+ en tres de ocho indivi-
duos inmunizados con conjugado V3IMN-PPD (9) y
se vinculé a la presencia del alelo HLA-B7. Una
asociacion de este tipo habia sido reportada previa-
mente en casos de seroconversion aguda (211).

La variacion de la region V3 puede también ge-
nerar variantes de escape para células CTL (212,
213), aunque también se ha descrito la posibilidad
de activar clones de CTL polirreactivos contra va-
rias cepas virales (214).

Epitopos para células T auxiliadoras

Diferentes estudios han demostrado que péptidos de
V3 pueden ser presentados también por los antige-
nos del Sistema Principal de Histocompatibilidad de
Clase II para activar clones de células T auxiliado-
ras (Th) tanto en ratones (204, 206, 215, 216), como
en personas infectadas (217), y voluntarios sanos
vacunados con gpl20 (218). No obstante, no se de-
tectd actividad linfoproliferativa frente al péptido de 24
aminodcidos de V3-IIB(NNTRKSIRIQRGP
GRAF VTIGKIG) en cinco voluntarios vacu-
nados con gpl20 IMB producida en baculovirus y
adyuvada con alimina (219).

E| V3 como candidato vacunal

Estrategias vacunales

El principal elemento en contra de una vacuna
basada exclusivamente en el PND es el elevado
polimorfismo de esta region que genera principal-
mente anticuerpos tipo especificos (34, 37, 92).
Antisueros generados contra un aislamiento viral
muestran actividad neutralizante contra la cepa
homéloga, pero generalmente no son capaces de
neutralizar cepas heterologas que divergen en la
secuencia de V3 (83).

A pesar de esto, y debido a sus excepcionales
propiedades como inmunégeno, diferentes laborato-
rios han centrado su estrategia vacunal en la region

mezclas de 21 péptidos ciclicos de la region V3
completa de diferentes cepas desarrollaron anticuer-
pos contra todos los péptidos, con titulos superiores
a 1/25 000 en seis de siete animales (220). Se ob-
servd que la respuesta contra gpl20 nativa y los
titulos neutralizantes fueron superiores en los ani-
males que habian sido previamente inoculados con
gp120. En este caso la estructura ciclica se logro en
condiciones de oxidacion por formaciéon de puente
disulfuro entre las dos cisteinas. También se han
ensayado otras vias de ciclizar el péptido buscando
una estructura mas cercana a la de la molécula
nativa sin lograr mejoras apreciables (221).

Péptidos hibridos T-8

Diferentes experimentos han mostrado la factibili-
dad de generar anticuerpos neutralizantes contra
mas de un aislamiento viral a través de la combina-
cion de dos o mas péptidos, o el empleo de péptidos
hibridos (222, 223). Un considerable esfuerzo se ha
dirigido a desarrollar un inmunégeno peptidico
definido, que no necesite de proteinas transportado-
ras. Varios reportes han demostrado que péptidos
hibridos, con un contenido de alrededor de quince
aminoacidos de la region central del V3 y un epito-
po para células T auxiliadoras, generan una res-
puesta de anticuerpos neutralizantes en varias espe-

~ cies (224, 225). La disposicion relativa de los epito-

V3. Se han ensayado diferentes formas de presenta- -

cién con el propdsito de incrementar la inmunogeni-
cidad y lograr titulos altos de anticuerpos neutrali-
zantes.

A continuaciéon resumimos algunas de las estrate-
gias usadas: -

Péptidos ciclicos

Se han ensayado diferentes variantes de ciclizacion
de péptidos de V3. Chimpancés inmunizados con
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pos T y B en estas moléculas parece ser importante
en su inmunogenicidad, aunque los resultados en
este sentido han sido contradictorios. Algunos auto-
res sugieren que, mas que la polaridad del péptido,
la conservacion de los sitios internos de procesa-
miento proteolitico es el factor que determina su
inmunogenicidad.

Péptidos multiantigénicos

La misma idea ha sido extrapolada al sistema cono-
cido como MAPS, del inglés "Multi Antigenic Pep-
tide System", el cual consiste en un nicleo de lisi-
nas del cual se derivan cuatro o mds ramas com-
puestas por los péptidos de interés. MAPS divalen-
tes con péptidos de V3 y péptidos T fueron mas
eficientes en generar respuesta neutralizante en
ratones y cobayos que MAPS monovalentes (226).
La inmunogenicidad en conejos fue elevada para
ambas moléculas. No obstante, estudios comparati-
vos con péptidos lineales o ciclicos, no han encon-
trado ventajas significativas para este sistema (227).

Péptidos conjugados a proteinas “carriers"

Varias proteinas han sido empleadas como “carrier”
de péptidos de V3. Para esto se han empleado mé-
todos quimicos de conjugaciéon como glutaraldehi-
do (9) o carbodiimida (228).

Cryz SJ et al. (228) inmunizaron con trece ami-
noacidos de V3 de la cepa MN acoplados a la toxina
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de Pseudomona aureoginosa. Este inmunogeno
nerd titulos de anticuerpos (1:1 000 en ELISA) en
bayos inmunizados con cuatro dosis sin adyuvan-
Los sueros de estos animales neutralizaron al
N (1:750) pero solo con bajos titulos las cepas
B y RF. Por otra parte, se describié una fuerte
actividad cruzada en ELISA contra un péptido de
cepa SC y el péptido repetitivo (GPGRAF)s,
ientras que ésta fue muy débil con RF, NY5 y,
DC42.
Por 1ltimo, otro enfoque interesante consiste en
1 presentacion de péptidos del V3 acoplados a alfa
. microglobulina para lograr un transporte dirigido
nasta el receptor de esta molécula en monoci-
tos (229). Se demostro que el uso de este sistema es
superior a la adyuvacién de los péptidos directa-
mente con adyuvante de Freund.

Lipopéptidos

El empleo de lipopéptidos tiene, en teoria, la ven-
taja de facilitar la presentacion de epitopos T por las
moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad
y potenciar de esta forma la activacion de células T
citotoxicas. La racionalidad de su empleo estriba en
la facilidad del componente lipidico para mediar la
introduccion del péptido en el citoplasma celular y
propiciar su interaccion con las moléculas de clase L.
Se ha descrito la induccién de anticuerpos neutrali-
zaptes y respuesta citotoxica en cobayos utilizando
MAPS de V3 acoplados a tripalmitoil-S gliceril
cisteina sin el empleo de adyuvantes (230). Las
ventajas de este sistema en comparacion con otras
vias de inducir respuesta humoral y celular estin
ain por demostrar.

Polipéptidos multiepitépicos

Otra forma de presentacion de la region V3 al sis-
tema inmune son los polipéptidos multiepitopicos
(PMEs). Estos son proteinas quiméricas que contie-
nep varias regiones V3 separadas entre si por se-
cuencias espaciadores.

A través de la sintesis quimica del gen y su clo-
nacion en un plasmidio de expresién fusionado a un
fragmento de la [L2 humana se obtuvo un primer
PME que contiene la region central de V3 de las
cepas MN, SC y WMIII (60). Esta proteina fue
capaz de inducir anticuerpos monoclonales neutrali-
zantes para la cepa MN.

En estudios mas recientes se han generado va-
riantes de PMEs con seis regiones V3 y se ha com-
probado la capacidad de inducir altos titulos de
anticuerpos contra todos los péptidos incluidos y con
actividad neutralizante en conejos contra las cepas
MN y LAI (231). A pesar de que el disefio de estos
PMEs no esta basado en consideraciones estructu-
rales, los epitopos incluidos quedan bien expuestos
y son reconocidos por AcMs especificos.

Esta estrategia tiene las siguientes ventajas y des-
ventajas en relacion con el uso de péptidos sintéticos:

14

Ventajas

« Inmunoégeno bien definido con mayor potencial
inmunogénico que los sintéticos péptidos sin
necesidad del uso de "carriers".

« Posibilita la clonacion del gen en un vector vi-
vo.

« Permite la inmunizacién con ADN desnudo.

Desventajas

« Ofrece menos facilidades para adaptar la estra-
tegia de vacunacion freite a cambios en la epi-
demiologia molecular del VIH.

Insercién de V3 en proteinas recombinantes

Wagner et al. (232) insertaron la region V3 en
diferentes posiciones del gen gag y lo clonaron en el
virus Vaccinia. La proteina recombinante expresada
tanto en células CV1 como en células de insectos,
mantuvo la capacidad de autoensamblarse y formar
particulas parecidas a virus ("virus-like-particles",
VLP). Estas VLP expusieron la region V3 hacia la
superficie, donde fue reconocida por el 90 % de los
sueros humanos VIH-1 positivos. Luo LZ et al.
(233) insertaron la region V3 en un fragmento de
41 kD de la proteina precursora de la capsida. Sue-
ros de conejos inmunizados con este producto reco-
nocieron la gpl20 y mostraron actividad neutrali-
zante. Una estrategia andloga se siguié con la inser-
cion de V3 en el retrotranposon Ty de levaduras,
capaz de formar VLP (215).

Anticuerpos anti-idiotipicos

Se han generado AcMs que reconocen el idiotipo de
AcM anti V3 (anti-idiotipicos, Al) y se ha logrado
demostrar que inimetizan la region V3 y que son
capaces de generar anticuerpos neutralizantes en
conejos (234) y ratones (235). Esta estrategia en
general tiene la desventaja de la baja inmunogenici-
dad de estas moléculas. En el caso especifico de los
modelos de V3 empleados, éstos son AcMs tipo
especificos, y por consiguiente, solo mimetizan un
nimero limitado de variantes de V3, y generan una
respuesta de espectro estrecho. Uno de los AcMs
contra las regiones conservadas (GPGR) podria
generar un Al mas universal, pero parece mas atrac-
tivo emplear AcMs contra otros epitopos conforma-
cionales mds conservados incluso entre diferentes
subtipos (236).

Otras variantes

Una estrategia original ha sido la sintesis de pépti-
dos repetitivos en los cuales secuencias de V3 se
inserfan en regiones de la mucina humana MUCA
(237). Esta proteina se utilizé para aportar un marco
adecuado para la exposicion de la region V3. Estu-
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dios previos indicaban que MUCI presenta un
motivo estructural que garantiza la correcta exposi-
cién de las regiones inmunodominantes. Empleando
técnicas de resonancia magnética nuclear (NMR), se
demostré que los fragmentos de V3 insertados
estaban correctamente expuestos, y consecuente-
mente fueron reconocidos por sueros humanos y
anticuerpos monoclonales especificos.

Respuesta de voluntarios sanos vacunados
con péptidos de V3

Algunas variantes con péptidos de V3 se encuentran
ya en ensayos clinicos de Fase I en humanos.

United Biomedical Inc. (UBI) realizé6 un primer
ensayo clinico de Fase I donde se evaluaron tres
dosis de un MAP con la cepa MN adyuvado con
Al(OH);. La inmunogenicidad y los titulos neutrali-
zantes fueron mayores en la dosis mas alta de 500
ug. En todos los voluntarios se detectaron titulos
contra el péptido por ELISA después de tres inmu-
nizaciones y actividad neutralizante en ocho de los
diez vacunados (238).

Esta compaiiia tiene otro protocolo clinico en cur-
so con una mezcla de quince MAPS con péptidos de
cinco subtipos diferentes. Esta por demostrar si es
posible lograr titulos neutralizantes contra este
inmunogeno en el que cada uno de los V3 esta
mucho menos representado.

En otro ensayo clinico se utilizo un péptido de V3
conjugado a Derivados Proteicos Purificados (PPD)
de BCG por el Instituto Suizo de Sueros y Vacunas.
Con cinco dosis de solo 640 pg de péptido de quince
aminodcidos de MN conjugado a PPD sin adyuvan-
te, se logro generar titulos neutralizantes entre 20 y

200 en ocho voluntarios sanos(9). También se
encontré reactividad cruzada en ELISA con SC pero
no con IIB ni RF. Se especula que la existencia de
una respuesta de memoria previa contra PPD es
responsable de la amplificacion de la respuesta
contra el péptido.

Una combinacion de péptidos de V3 de las cepas
LAI, MN y RF conjugados a hemocianina de
"keyhole limpet" (KLH) fue empleado por investi-
gadores de la Universidad de Yokohama (12).

Por ultimo un péptido de V3 (MN) se empled en
un ensayo clinico por Pasteur Merieux después de
dos dosis con gpl60 recombinante (239). Este es-
quema de inmunizacioén indujo altos titulos de anti-
cuerpos neutralizantes pero restringidos a la cepa de
VIH homéloga.

En general, estos inmundgenos, al igual que
otros evaluados en Fase I, han demostrado ser bien
tolerados y seguros en humanos. En cuanto a la
respuesta inmune observada, hasta el momento se
ha comprobado la capacidad de despertar anticuer-
pos neutralizantes de la cepa homologa en la mayo-
ria de los vacunados, si bien éstos han sido discre-
tos. Estan atn por evaluar las estrategias mas ambi-
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nos sea muy positiva. Dada la situacion critica de
los modelos animales en SIDA, sélo la conduccion
de pruebas de eficacia en humanos dardn una res-
puesta satisfactoria a esta interrogante.
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