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Inmunologia

Comunicacion breve
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en pacientes infectados por el virus de
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Resumen

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) incorpora antigenos celula-
res a la superficie viral durante el proceso de gemacion, entre ellos la Bo-
microglobulina perteneciente al Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Clase I. El epitope R7V derivado de la B,-microglobulina se encuentra en
la superficie del virién y es capaz de inducir la formacion de anticuerpos
neutralizantes anti-R7V, cuya presencia se relaciona con la no progresion
de la enfermedad. Se utilizé el método ELISA para el anélisis de muestras
provenientes de la poblacién de pacientes VIH positivos durante el periodo
junio-2006 a junio-2007 obteniéndose los siguientes resultados: De 12 pa-
cientes no progresores asintomaticos en un periodo promedio de 5 afios
(rango 2-13 afios), 5 (41%) fueron positivos para anti-R7V; de 14 pacientes
progresores que recibian terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), 2
(14%) fueron positivos para anti-R7V. Se observé una diferencia en los re-
sultados obtenidos en los dos grupos, aunque estadisticamente no fue sig-
nificativa (OR 4,29; 0,49-53,56; p=0,11) como para establecer una con-
cordancia entre la no progresién y la presencia de anti-R7V. En la medida
que puedan estudiarse mayor nimero de pacientes es factible pueda de-
mostrarse la correlacién entre la no progresion y la presencia de anticuer-
pos anti-R7V, lo que constituye un desafio en el desarrollo de nuevos alcan-
ces terapéuticos.

Palabras clave: anticuerpos anti-R7V * pacientes no progresores * prueba
de ELISA

Summary

The Human Immunodeficiency Virus incorporates cellular antigens to its
viral surface during the budding process, among them [2-microglobulin
which is part of the Major Histocompatibility Complex Class |. The R7V epi-
tope derived from B2 microglobulin is present on the virion surface and is
able to induce the formation of neutralizing antibodies against R7V, whose
presence is associated with non-progression of the illness. ELISA test was
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performed for testing of samples from our population of HIV-positive patients during the June-
2006 to June-2007 period, and the following results were obtained: 5 (41 %) of 12 non-pro-
gressor patients, asymptomatic for a period of 5 years average (range 2-13 years) were posi-
tive for anti-R7V: 2 (14%) of 14 progressor patients receiving hightly activity antiretroviral
therapy (HAART) were positive for anti-R7V. A difference was observed between the results of
the two groups but it was not statistically different (OR 4.29; 0.49-53.36; p=0.11) to estab-
lish a concordance between non-progression of the disease and the presence of anti-R7V anti-
bodies. The correlation between non progression and the presence of anti-R7V will be proved,
as larger numbers of patients are tested, which represents a challenge for the development

of new therapies.

Key words: anti-R7V antibodies * non-progressor patients * ELISA test.

Introduccién

La caracteristica principal de la infeccion por el vi-
rus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es la in-
munodeficiencia provocada por el déficit progresivo,
cualitativo y cuantitativo de los linfocitos T, los cuales
tienen en su superficie la molécula CD4 que funciona
como principal receptor del VIH (1).

El mecanismo por el cual el VIH penetra en la célu-
la huésped se inicia con la unién de la glicoproteina
de envoltura gp120 del virus con ciertos epitopes de la
molécula CD4 de la célula (2), lo cual induce cambios
conformacionales en la gp120, promoviendo una inte-
raccion mas eficiente con su respectivo correceptor
(receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4) (3). Lue-
go del enlace la gp41 del virus inserta su grupo amino
terminal en la membrana celular y a continuacién se
lleva a cabo la fusion que permite al virus penetrar en
la célula (4). Durante el proceso de fusién algunos epi-
topes virales quedan temporariamente expuestos y
pueden inducir la formacién de anticuerpos neutrali-
zantes (). La aparicién de anticuerpos neutralizantes
suele observarse aproximadamente a partir de las
ocho semanas posteriores a la infeccién por VIH (6).
El VIH replica dentro de la célula huésped e indepen-
dientemente de su tropismo o genotipo incorporara
durante el proceso de gemacion proteinas de la mem-
brana celular de Ia célula huésped a su envoltura tales
como proteinas del Complejo Mayor de Histocompa-
tibilidad (CMH) Clase 1y II, o proteinas de adhesion
como la molécula intracelular de adhesién tipo I
(ICAM-1) que puede facilitar la adhesion a otras célu-
las huésped (7)(8). La pf2-microglobulina estd ligada
en unién no covalente a la cadena o del CMH clase I
y el estudio de péptidos derivados de la secuencia ami-
nodacida de la f2-microglobulina permitié seleccionar
el epitope llamado R7V, un heptamero (RTPKIQV), ca-
paz de bloquear la neutralizacién del VIH cuando se
mezclaba con anticuerpos neutralizantes conocidos (9).
Este péptido R7V se utiliz6 para desarrollar una prue-
ba de ELISA que permite detectar la presencia de an-
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ticuerpos anti-R7V en pacientes infectados por el VIH.
La presencia de los anticuerpos neutralizantes anti-
R7V es fuertemente asociada a la no progresién de la
enfermedad (10)(11). En la actualidad no se ha de-
mostrado si la presencia de anticuerpos neutralizantes
en los pacientes no progresores (NP) representan par-
te de la proteccion o son el reflejo de mantener un sis-
tema inmune relativamente intacto(12).

El elevado grado de mutacion del virién, especial-
mente a nivel de sus proteinas de envoltura, significa
que es muy dificil pero no imposible producir anti-
cuerpos protectores (7). Un anticuerpo ideal es aquel
que mantendra su actividad protectora contra un di-
verso panel de virus aislados primarios y estara dirigi-
do hacia epitopes conservados de las proteinas de en-
voltura, que no se alteren en respuesta a presiones
selectivas. La f2-microglobulina estd presente en todas
las células y es una proteina altamente conservada, por
lo cual no existe el problema de variabilidad de las gli-
coproteinas virales. Los anticuerpos dirigidos contra el
péptido R7V no producen reacciones autoinmunes, ya
que se ha demostrado que este epitope se encuentra
encriptado sobre la superficie celular (8). El objetivo
de este trabajo fue la deteccion de anticuerpos neutra-
lizantes anti-R7V en pacientes VIH positivos, especial-
mente en pacientes no progresores para tratar de esta-
blecer la relaciéon entre la no progresion clinica y la
presencia de estos anticuerpos, ya que de comprobarse
esta concordancia permitiria en el futuro avanzar sobre
nuevas terapias. Se incluyeron en las determinaciones
a mujeres embarazadas asintomaticas que fueron diag-
nosticadas durante el control prenatal de rutina y cuyos
hijos no nacieron infectados por el VIH (14).

Materiales y Métodos

La prueba de ELISA para la busqueda de anticuer-
pos anti-R7V consiste en una técnica de enzimoinmu-
noensayo en microplaca (Anti-R7V ELISA, IVAGEN,
Nimes, Francia). El péptido R7V estd fijado covalen-
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temente en el fondo de cada vial de la microplaca y
la presencia de anticuerpos se detecta por un conju-
gado enzimatico (anti-IgG humana de cabra unida a
peroxidasa de rabano picante). La prueba se compo-
ne de tres pasos: 1) El suero o plasma del paciente,
los controles y calibradores del equipo se diluyen con
el buffer provisto y distribuyen en los viales de la mi-
croplaca de la siguiente manera: Al: Blanco (buffer
diluyente); B1 y C1: Control negativo por duplicado;
D1, E1 y F1: Calibrador por triplicado; G1 y H1:Con-
troles positivos por duplicado; y por tltimo las mues-
tras por duplicado. Se cubren las placas con material
adhesivo para evitar evaporaciones y se incuban a 37
°C durante 30 min. Si hay anticuerpos anti-R7V pre-
sentes en la muestra del paciente son capturados por
el péptido R7V fijado en los viales. Posteriormente se
procede al aspirado y a una serie de cuatro lavados de
la microplaca en la lavadora de placas, con una solu-
cion de buffer fosfato -Proclin 300 para eliminar el
material no fijado. 2) Se anade a cada vial el conjuga-
do y se incuba nuevamente la placa cubierta para per-
mitir la unién del conjugado al anti-R7V, capturado
en la primera incubacién. Luego, se aspira y lava pro-
fundamente la placa para eliminar el material no uni-
do. La peroxidasa unida, indicadora de la presencia
de anticuerpos anti-R7V, se detecta con la adicién del
sustrato enzimdtico (cromoégeno) 3,3’, 5,5’ tetrame-
tilbencidina (TMB). Se deja reposar la placa destapa-
da durante 10 min a temperatura ambiente; se detie-
ne la reaccién con el agregado de dcido clorhidrico
diluido. La densidad 6ptica de cada vial se lee en lec-
tor de microplacas a DO 450 nm.

CALCULOS E INTERPRETACION

Para que la prueba sea vilida se deben tener en
cuenta los siguientes parametros: la densidad 6ptica
(DO) del blanco debe ser <0,100. La lectura del blan-
co debe restarse a todas las DO obtenidas.

DO control negativo<0,200
DO calibrador<DO control positivo
DO calibrador>2,5 x DO control negativo.

Cada DO de las muestras se compara con la DO del
calibrador, de la siguiente manera:

R= DO muestra/ DO Cal

Si R<0,8 : anti-R7V negativo

SiR 0,8-1,2 : ZONA GRIS, resultado no concluyente
Si R>1,2: anti-R7V positivo.

Se defini6 como paciente no progresor (NP) a
aquel asintomdtico que mantiene un recuento de lin-
focitos CD4+ y carga viral con valores estables. Se con-
sider6 paciente progresor (PP) a aquel que presenta
progresion clinica, descenso del recuento de linfocitos
CD4+ en un 30-50% del valor absoluto respecto al ba-

sal en dos mediciones en el mismo citémetro de flujo
con al menos dos meses de diferencia y aumento de la
carga viral mayor a 0,5-1 logy copias o fracaso en lo-
grar el descenso deseado(13).

Se estudiaron 11 pacientes NP que no recibian me-
dicacion al momento de ser analizados; 14 PP que re-
cibian terapia antirretroviral de gran eficacia (TAR-
GA), 1 paciente NP que recibia TARGA (coinfectado
con el virus de la hepatitis C), 1 PP sin TARGA por fa-
llo en la adherencia, y por ultimo 9 embarazadas que
fueron diagnosticadas durante el embarazo cuando se
les realiz6 el andlisis de rutina para VIH junto a sus res-
pectivos hijos recién nacidos.

Resultados

Los resultados obtenidos fueron: DO Control ne-
gativo 0,100; DO Control positivo 1,110 y DO Cal
0,610, los cuales cumplian las reglas establecidas an-
teriormente. De 11 pacientes NP sin tratamiento al
momento de ser estudiados (TablaI) y 1 paciente NP
que recibia TARGA, coinfectado con virus de la hepa-
titis C (Tabla II), 5 (41%) fueron positivos para anti-
R7V. De 14 PP que recibian TARGA (Tabla III) sélo 2
(14%) resultaron positivos; en 1 PP sin TARGA por
fallo en la adherencia (Tabla IV) se obtuvo un resul-
tado negativo. De las 9 embarazadas y sus respectivos
hijos recién nacidos, 1 (11%) resulté positiva y el re-
sultado de la prueba en el neonato fue en zona gris
debido a los anticuerpos maternos (Tabla V). Los re-
sultados en zona gris deben ser repetidos con nuevas
muestras en el futuro. A las pacientes embarazadas se
les realizé la bisqueda de anti-R7V antes de comen-
zar la profilaxis antirretroviral indicada para dismi-
nuir el riesgo de transmisioén vertical.

El paciente NP con TARGA recibia como trata-
miento 2 drogas que actuaron como inhibidores nu-
cledsidos de la transcriptasa inversa (NRTI) y 1 inhi-
bidor no nucleésido de la transcriptasa inversa
(NNRTT). La paciente progresora sin TARGA presen-
t6 como enfermedad marcadora una Lesion Intraepi-
telial Escamosa (SIL) de Alto Grado-CIN III origina-
da por la infeccién por el Virus del Papiloma
Humano (HPV). Dentro del grupo de PP que reci-
bian TARGA, se obtuvieron 2 resultados positivos pa-
ra anti-R7V; 1 es hijo de madre infectada, cuya enfer-
medad marcadora fue parotiditis recurrente y el otro
paciente present6 infeccion por Pnrewmocystis jiroveci.
Ambos recibian 2 NRTI + 1 NNRTI. El resultado en
la zona gris de este grupo correspondi6 a una pacien-
te que present6 tuberculosis pulmonar-candidiasis
esofdgica - neumonia bacteriana recurrente y sindro-
me de desgaste asociado al VIH; cumplia tratamiento
con 2 NRTT + 1 NNRTT.
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Tabla |. Prevalencia de anticuerpos anti-R7V en pacientes no progresores que no reciben terapia antirretroviral de gran activi-
dad, segln parametros epidemioldgicos y de laboratorio.

Sexo CD4 Carga Viral LT Edad Afio diagndstico Via de transmisién R Anti-R7V
F 238 1300 1081 57 2004 desconocido 0,68 NEGATIVO
F 799 152 2159 62 2004 contacto sexual 0,57 NEGATIVO
F 315 3450 1260 36 2005 contacto sexual 0,78 NEGATIVO
F 354 13208 1475 34 2004 contacto sexual 1,32 POSITIVO
F 467 53041 1729 40 2002 contacto sexual 1,33 POSITIVO
F 355 <50 2210 38 1998 contacto sexual 1,83 POSITIVO
M 210 18501 1750 30 2005 desconocido 0,62 NEGATIVO
M 338 51848 1865 35 2002 contacto sexual 0,34 NEGATIVO
M 259 6982 1992 46 2003 contacto sexual 0,50 NEGATIVO
M 434 7754 1730 34 1996 uso de drogas end. 0,61 NEGATIVO
M 320 <50 2285 43 1994 uso de drogas end. 1,9 POSITIVO

Referencias: (CD4) cel/mm3.  (LT) Linfocitos Totales cel/mm3  (Carga Viral) copias/mL.

Tabla Il. Dosaje de anticuerpos anti-R7V en paciente no progresor que recibe terapia antirretroviral de gran
actividad; pardmetros epidemioldgicos y de laboratorio.

PACIENTE NO PROGRESOR QUE RECIBE TARGA

Sexo Edad Diagndstico CD4 LT cv Modo de transmision ANTI-R7V

F 32 Afio 2000 270 1620 <50 Uso de drogas end. POSITIVO R=1,42

Referencias: (CDy) cel/mm3 (LT) cel/mms3 (Carga Viral) copias/mL

Tabla Ill. Prevalencia de anticuerpos anti-R7V en pacientes progresores que reciben terapia antirretroviral de gran actividad, segtn
parémetros epidemioldgicos y de laboratorio.

Sexo Edad Afio Diagndstico CD4 LT Carga Viral Via de Transmision R Anti-R7V
F 39 2003 412 2060 <50 contacto sexual 0,25 NEGATIVO
F 39 2005 162 1350 <50 contacto sexual 0,41 NEGATIVO
F 32 1992 742 3372 <50 contacto sexual 0,41 NEGATIVO
F 37 2003 46 Sin datos 3651 contacto sexual 0,28 NEGATIVO
F 32 2000 34 Sin datos 197155 uso de drogas end. 1,12 ZONA GRIS
F 13 1997 349 1938 <50 HMI 1,27 POSITIVO
F 42 1992 105 1166 9400 contacto sexual 0,47 NEGATIVO
F 39 1996 162 1157 21093 contacto sexual 0,65 NEGATIVO
F 33 2000 17 1062 >500.000 uso de drogas end. 0,46 NEGATIVO
M 45 2000 55 Sin datos 114.330 uso de drogas end. 0,59 NEGATIVO
M 34 2005 94 1175 5320 contacto sexual 1,28 POSITIVO
M 10 1997 970 4041 <50 HMI 0,53 NEGATIVO
M 42 1999 154 Sin datos <50 contacto sexual 0,47 NEGATIVO
M 40 1992 266 2216 14315 uso de drogas end. 0,38 NEGATIVO
Referencias: (HMI) Hijo de madre infectada. (CD,4) cel/mm3 (LT) cel/mm3 (Carga Viral) copias/mL

Tabla IV. Dosaje de anticuerpos anti-R7V en paciente progresor sin terapia antirretroviral de gran actividad;
parametros epidemioldgicos y de laboratorio.

PACIENTE PROGRESOR QUE NO RECIBE TARGA

Sexo Edad Diagndstico CD4 LT cv Modo de transmision ANTI-R7V

F 37 Afio 2003 285 1425 81517 Contacto sexual NEGATIVO R=0,41

Referencias: (CDy4) cel/mm3 (LT) cel/mm3 (Carga Viral) copias/mL

Acta Bioquim Clin Latinoam 2009; 43 (1): 37-42
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Tabla V. Prevalencia de anticuerpos anti-R7V en pacientes
embarazadas asintométicas diagnosticadas en el control prenatal y

41

en sus respectivos neonatos.

Edad Anti-R7V Anti-R7V HMI

30 NEGATIVO R=0,48 NEGATIVO R=0,47
21 POSITIVO R=1,44 ZONA GRIS R=0,98
31 ZONA GRIS R=0,91 NEGATIVO R=0,42
30 NEGATIVO R=0,63 NEGATIVO R=0,47
29 ZONA GRIS R=0,98 NEGATIVO R=0,25
26 NEGATIVO R=0,28 NEGATIVO R=0,20
22 NEGATIVO R=0,43 NEGATIVO R=0,07
29 ZONA GRIS R=1,16 NEGATIVO R=0,29
36 NEGATIVO R=0,42 NEGATIVO R=0,07

Referencias: (HMI) Hijo de madre infectada.

Discusién y Conclusiones

Como resultado del andlisis a la poblacion estudia-
da, de 12 NP, 5 (41%) resultaron positivos y de 14 PP,
2 (14%) fueron positivos, para anti-R7V, lo cual permi-
te concluir que existe una diferencia entre los resulta- 3
dos de los dos grupos, si bien ésta no es atun estadisti-
camente significativa (OR 4,29; 0,49-53,36; p=0,11) de
forma tal que permita establecer una concordancia
entre la presencia de anti-R7V y la no progresiéon de
la enfermedad. En la medida que puedan testearse

mayor numero de pacientes se podra establecer una 4
conclusion mas certera, como se ha comunicado en
estudios multicéntricos realizados en otros paises, 5

donde se investiga el desarrollo de terapias de inmu-
nizacién pasiva con anti-R7V en pacientes en fallo con
tratamiento antirretroviral de gran actividad, a raiz de

comprobar la correlacion entre pacientes NP y pre- 6.

sencia de anticuerpos anti-R7V. La deteccién de anti-

cuerpos neutralizantes en pacientes VIH positivos 7.

constituye un desafio en el devenir de nuevos alcan-
ces terapéuticos.
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