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I seem to have been only like a boy playing on the
seashore, and diverting myself in now and then finding a
smoother pebble or a prettier shell than ordinary, whilst

the great ocean of truth lay all undiscovered before me.

- Isaac Newton
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Resumen IX

Resumen

Los metabolitos tienen gran potencial en el disefio de biomarcadores ya que la presencia
o ausencia de estos brinda informacion valiosa de un sistema bioldgico. En algunas
patologias se ha encontrado que estos metabolitos se presentan en bajas concentraciones,
en estadios tempranos o asintomaticos, por lo que es dificil detectarlos. Dentro de este
contexto, un material monolitico organico de poli(GMA-co.EDMA) fue funcionalizado
con un péptido por adiciéon de Michael (tiol-maleimido, quimica click). El péptido, unido
covalentemente al monolito, contiene la secuencia SPINNTKPHEAR derivada de la
proteina L1 del Virus del Papiloma Humano (VPH). Se determin6, mediante ensayo de
ELISA, que el soporte monolitico obtenido permite aislar selectivamente anticuerpos
policlonales contra la secuencia SPINNTKPHEAR, ya que estos son retenidos en la
superficie quimica del material mediante una interacciéon de inmunoafinidad. En este
proyecto se desarrolld un nuevo método para aislar y preconcentrar metabolitos,
especificamente anticuerpos, utilizando materiales monoliticos, lo que podria contribuir a
la mejora de las estrategias de deteccion de enfermedades basadas en interacciones de

inmunoafinidad.

Palabras clave: Soporte monolitico organico, Virus del Papiloma Humano, quimica

Click, bioafinidad, SPPS-Fmoc/tBu.



Abstract

Metabolites have great potential in the biomarkers design since the presence or absence
of these provides valuable information of a biological system. In some pathologies, it has
been found that these metabolites are in low concentrations, in early or asymptomatic
stages, so it is difficult to detect them. Here in, an organic monolithic material of
poly(GMA-co-EDMA) was functionalized with a peptide by thiol-maleimide Michael
addition click reaction. The covalently bound peptide, to the monolith, corresponds to the
sequence SPINNTKPHEAR derived from the L1 protein of the Human Papilloma Virus
(HPV). Using ELISA assays, it was determined that the obtained monolithic support
allows to selectively isolated polyclonal antibodies against the sequence
SPINNTKPHEAR, since these are retained in the chemical surface of the material by
immunoaffinity interaction. In this project was developed a new strategy for isolating
and preconcentrating metabolites, specifically antibodies, using monolithic materials, it
could contribute to the improvement of diseases detection strategies based in

inmunoaffinity interactions.

Keywords: Organic monolithic support, Human Papilloma Virus, Click chemistry,

bioaffinity, SPPS-Fmoc/tBu.
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Introduccion

Las sustancias producidas en un organismo durante los procesos quimicos bioldgicos se
denominan metabolitos’. Estos compuestos pueden tener diversas aplicaciones, como
agentes antitumorales?, anticancerigenos?, antibacterianos?, antifiungicos’® y antioxidantes®.
Otra aplicacién importante de los metabolitos, es su uso como biomarcadores’,
convirtiéndolos en candidatos para el desarrollo de métodos de diagndstico de
enfermedades. Los metabolitos se encuentran, por lo general, en muy Dbajas
concentraciones dentro de los fluidos corporales, lo que dificulta su deteccion y
obtencién. Por esta razon, han surgido investigaciones en torno al desarrollo de métodos
y materiales para la pre-concentracion de metabolitos, para asi facilitar su deteccion®’.
Dentro de los materiales usados para el enriquecimiento de metabolitos, de tipo proteico,
han cobrado gran relevancia los soportes monoliticos organicos, ya que debido a su
macroporosidad, es posible hacer fluir facilmente moléculas de gran tamafo a través de
su estructura interna, manteniendo una excelente interaccion entre el analito y el soporte
gracias a su mesoporosidad’. Soportes monoliticos modificados en su superficie, son
utilizados para pre-concentrar diversas moléculas organicas de gran tamafio, con alta
selectividad principalmente por métodos de extraccion y microextraccion!'2,

El objetivo de este trabajo es desarrollar un material para pre-concentrar metabolitos
(anticuerpos), se plantea el uso de un material monolitico funcionalizado con un péptido
(antigeno), la captura del analito sera por interaccion de inmunoafinidad (interaccién

antigeno-anticuerpo).
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El modelo de estudio escogido para esta investigacion fueron anticuerpos policlonales
contra secuencias peptidicas de la proteina L1 del Virus del Papiloma Humano (VPH). La
proteina L1 esta presente en el 90% de la capside del VPH y esta involucrada
directamente en el proceso de infeccion del virus en células hospederas®.En
investigaciones previas en nuestro grupo de investigacion Sintesis y Aplicacion de
Moléculas Peptidicas (SAMP-cédigo COL0115666), se generaron anticuerpos policlonales
contra el péptido SPINNTKPHEAR por inmunizaciéon de conejos Nueva Zelanda; los
sueros obtenidos fueron evaluados por ELISA y métodos electroquimicos'4. Este péptido
es reconocido por anticuerpos de pacientes infectadas con VPH, que presentan lesiones en

el cuello uterino®.

El cancer cervicouterino es un problema de salud publica a nivel mundial que esta
asociado principalmente a la infeccion por VPH. Es el cuarto cancer mds comun en
mujeres alrededor del mundo, con un estimado de 528.000 casos nuevos y 266.000
muertes cada afo. En Colombia son diagnosticados cerca de 4500 casos nuevos
anualmente, siendo el segundo cancer mas frecuente en mujeres y el primero en mujeres
entre 15 a 44 anos'®.

Actualmente el método de diagnostico mds importante para el cancer cervical es la
prueba de Papanicolaou (Pap), también llamada citologia vaginal. Esta consiste en tomar
muestras de la endocérvix, cérvix y vagina con la ayuda de un espéculo, para luego ser
analizadas con el fin de encontrar anomalias en las células del epitelio cervical siguiendo
el sistema Bethesda'”. Gracias a esta prueba ha sido posible reducir la mortalidad causada
por el cancer cervical hasta en 50%, sin embargo la prueba tiene una sensibilidad baja
(entre el 50 y 60 %) y presenta una tasa de falsos negativos cercana al 30%'8. Un factor de
riesgo significativo es el bajo nivel socioeconémico y educativo, siendo mas vulnerables
las mujeres de paises en via de desarrollo donde la cobertura de la citologia es limitada
por aspectos tecnoldgicos, médicos y culturales'.

Dentro de este contexto, existe la necesidad de disefiar un método de diagndstico

complementario a la citologia, en lo posible con mejor sensibilidad, menos invasivo y mas
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facil de aplicar, para aumentar cobertura. Teniendo en cuenta que en ciertos episodios
asintomaticos y sintomaticos de la enfermedad el nivel de anticuerpos varia, siendo
generalmente muy bajos. En este sentido, un método de inmunodiagnostico requiere
desarrollar métodos de preconcentracion de los anticuerpos para lograr un nivel de
deteccion adecuado. Con base en lo anterior surgié el proyecto “Disesio y Sintesis de
Péptidos derivados de la proteina L1 del Virus del Papiloma Humano (VPH) para la (i)
modificacion de superficies monoliticas y (ii) la funcionalizacion de electrodos” que plantea
contribuir en el desarrollo de un método de preconcentracion de anticuerpos a través de
una interaccion de inmunoafinidad y desarrollar un método electroquimico para la
deteccion de estos anticuerpos. Adicionalmente, este trabajo estd enmarcado en la
ejecucion del proyecto “Disefio sintesis y caracterizacion de columnas monoliticas para la

separacion de biomoléculas” Contrato FP44842-037-2015, financiado por COLCIENCIAS.
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1. Marco Teorico

1.1 Columnas Monoliticas

La cromatografia liquida (LC) es uno de los métodos analiticos mas ampliamente usados
en la industria, docencia e investigacion. Gracias a esta técnica ha sido posible separar y
caracterizar analitos de cardcter polar, apolar?, iénico?, quiral®®, y biomoléculas** entre

otros.

La columna cromatografica es el corazon de la técnica y la naturaleza quimica de la
misma determina sus interacciones con el analito, las cuales son necesarias para la
separacion. Las columnas empacadas utilizadas en la cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) consisten en un tubo que contiene particulas esféricas (didmetro 2-10
um), que generalmente son de silice microporosa. Estas columnas tienen gran area
superficial y por esta razon presentan interacciones eficientes entre la fase estacionaria y
los analitos, lo que se traduce en un alto poder de resolucion. Las columnas empacadas

comerciales tienen entre 160.000 y 170.000 platos tedricos por metro?.

La necesidad de separar biomoléculas (cuyos coeficientes de difusién son muy bajos) ha
llevado a la busqueda de sistemas con alta transferencia de masa, que se ha logrado
disminuyendo el tamanio de las particulas lo que causa aumento de la presion del sistema
(Figura 1-1), siendo necesario el uso de equipos capaces de trabajar a altas presiones, que

son costosos 2,

Como una alternativa a las columnas empacadas, se han desarrollado las columnas

monoliticas, las cuales consisten en un lecho mesoporoso interconectado a través de
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macroporos formando una pieza tnica??. El lecho mesoporoso le brinda a la estructura
una alta area superficial por lo que existe una excelente interaccion entre los analitos y la
fase estacionaria.

Figura 1-1 Variacién de la altura de plato tedrico (izquierda) y la presion (derecha) con el flujo de

la fase movil, empleando una columna CAPCELL PAK C18 (2,0 x 50 mm) con diferentes tamafios
de particula?.
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A diferencia de las columnas empacadas, los soportes monoliticos tienen la ventaja de
poseer macroporos que les confiere una alta permeabilidad, permitiendo el uso de flujos
altos, sin generar presiones altas, y en consecuencia tiempos de andlisis mas cortos. Se ha
reportado que con las columnas monoliticas puede llevarse a cabo un andlisis por HPLC
hasta diez veces mas rapido con respecto a una columna empacada, sin comprometer la
resolucién® (Figura 1-2).

Figura 1-2 Analisis cromatografico de una mezcla de péptidos sintéticos empleando: (A) la
columna empacada Eclipse XDB-C18 y la (B) columna Chromolith® C18%.
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1.2 Antecedentes

La primera estructura continua porosa correspondiente a un monolito se reportd en 1969,
cuando se preparé un hidrogel para separacion de moléculas por exclusién por
tamafio®?!. Esta columna separaba las moléculas como se esperaba, sin embargo, no
superaba otras técnicas usadas en el momento, por esta razon no fue caracterizada y
qued6 en el olvido por varios afios. Posteriormente, se prepararon espumas de
poliuretano in situ dentro de una columna larga®, presentando ventajas como: (i)
prevencion del sangrado de la columna debido a que el polimero quedaba adherido
covalentemente al soporte, (ii) alta versatilidad debido a la facilidad de incorporar la
espuma a diferentes tipos de molde, (iii) posibilidad de controlar pardmetros como
densidad, porosidad y area superficial, manipulando las condiciones de reaccion y (iv)
posibilidad de modificar quimicamente la superficie. La efectividad de este material,
radica en que el poliuretano entrecruzado durante el proceso de sintesis no es soluble en
la mezcla de polimerizacion, por lo que se separa en una nueva fase conformada por
unidades esféricas interconectadas entre si (Figura 1-3). Estas son las bases fundamentales

de la sintesis de columnas monoliticas, en la actualidad.

Figura 1-3 Fotomicrografia de una estructura de poliuretano de poro abierto?3!.
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Estas columnas fueron usadas inicialmente en cromatografia de gases (GC), sin embargo,
a temperaturas mayores a 200° C el poliuretano es inestable siendo una limitacion
importante de la técnica. Luego se reportaron estos mismos materiales en HPLC,
encontrando una excelente resistencia a la presion y eficiencias de 1720 platos teéricos por

metro, valor muy similar al de columnas empacadas de la época®.

Dos décadas después (1989), Hjertén y colaboradores desarrollaron una columna
monolitica que consistia en un polimero funcionalizado como intercambiador idnico, con
el que lograron separar mezclas complejas de proteinas®. En la actualidad existe una
amplia variedad de soportes monoliticos con una gran gama de formas (microesferas®,

discos?, y tubos?®) y de modos de interaccion (quiral, idnica, hidrofdbica y de afinidad).

1.3 Definicion de soporte monolitico

Un soporte monolito es una pieza tnica de un material continuo y poroso sellado
herméticamente dentro de un molde, garantizando que el flujo ocurre a través de su
estructura y no entre las paredes (axial). Este material se caracteriza por tener una
distribuciéon de tamano de poro bimodal. Los poros mas grandes corresponden a los
macroporos o ‘through-pores” que estan interconectados entre si en forma de canales por
medio de los cuales la fase movil fluye facilmente. El tamano, la forma en que estan
interconectados y la tortuosidad del camino que recorren estos macroporos, junto con la
estructura mesoporosa, son los pardmetros que controlan la cinética de transferencia de
masa y la eficiencia de la columna?. Entre los through-pores se encuentran
aglomeraciones de solido mesoporoso, denominados “porons’®. Existe relacién entre la
porosidad total y la estabilidad mecanica del soporte solido y entre la porosidad interna
con la interaccion de la fase estacionaria con los analitos. En la Figura 1-4 se observa la
estructura porosa bimodal de una columna monolitica de silica obtenida por microscopia
electrénica de barrido (SEM), donde se pueden apreciar los ‘through-pores’ como canales

de gran tamafo interconectando los “porons’337,
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Figura 1-4 Imagen de una columna monolitica de silica Chromolith® por SEM. A la izquierda
estructura bimodal del lecho poroso. A la derecha acercamiento a un macroporo o ‘through-
pore’3637,

1.4 Soportes monoliticos organicos

Existen dos clases de soportes monoliticos, los de naturaleza inorganica, sintetizados a
partir de silice y los de caracter organico, conformados por diferentes tipos de
polimeros??%. Los primeros han sido ampliamente estudiados por Nakanishi y
Tanaka®-#!. Estos monolitos se han obtenidos de manera reproducible y son fabricados
comercialmente por Merck dentro de la linea Chromolith®, sin embargo, son costosos,

sintetizarlos es complicado y tienen baja estabilidad a pH altos.

Por otro lado, las columnas organicas poliméricas se preparan facilmente in situ, tienen
alta permeabilidad y biocompatibilidad, estabilidad en amplio rango de pH y la

modificacion de la superficie quimica es sencilla?4243,

1.4.1 Sintesis de soportes monoliticos organicos

Los monolitos organicos (Figura 1-5), han sido clasificados debido a su forma como
discos, tubos, micro esferas y microtips*. Los soportes monoliticos orgdnicos pueden

acoplarse a practicamente cualquier tipo de molde lo que les confiere gran versatilidad.
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Figura 1-5 Esquema de sintesis para un soporte monolitico polimérico?
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La sintesis de monolitos organicos consiste en mezclar uno o varios mondmeros y
entrecruzantes en un solvente organico conocido como porogeno. Luego agregar un
iniciador de polimerizacion y adicionar esta mezcla al molde deseado. Finalmente, llevar
el molde a una temperatura adecuada, momento en el cual ocurrira la polimerizacién,
durante esta etapa se forman nucleos de polimero insolubles en la mezcla, estos empiezan
a interconectarse produciendo la estructura de una sola pieza. El pordgeno atrapado
dentro de la estructura se retira por lavados y finalmente quedan los espacios que
corresponden a los ‘through-pores’. Variables como (i) la temperatura®, (ii) el tiempo de
reaccion, (iii) el pordgeno, (iv) los mondmeros y la proporcion de estos en la reaccion son
las que determinan las propiedades del sélido, como son, la distribucién de tamafio de

poro, area superficial y resistencia a la presion?.

A manera de ejemplo en la Figura 1-6 se muestra el efecto de la temperatura y del tiempo
de polimerizaciéon en la distribuciéon del tamano de poro para monolitos de
poli(Glicidilmetacrilato-co-Etilendimetacrilato) (poli(GMA-co-EDMA)). Como se puede
apreciar, con excepcion de 55°C, se observa que “el tamano de poro disminuye al
aumentar la temperatura”, siendo consecuente con el mecanismo de polimerizacion que

se basa en la nucleacion en presencia de un agente precipitante®.



29

Figura 1-6 Distribucion de tamafio de poro en un monolito de poli(GMA-co-EDMA). Efecto del
tiempo (A) y de la temperatura (B) de reaccion?4.
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1.4.2 Aplicacion de soportes monoliticos organicos

La obtencion de las matrices monoliticas organicas es facil y versatil porque se pueden
preparar en diferentes moldes y con diversas naturalezas quimicas. Estos soportes
monoliticos tienen gran numero de aplicaciones como cromatografia de gases,
electrocromatografia capilar¥, catdlisis®® y extraccion en fase solida, entre otros®. En el
caso de los monolitos organicos, estd reportada una gran variedad de entrecruzantes y
monomeros, que dependiendo de su naturaleza quimica, le confieren a la superficie del
polimero diferentes propiedades (Figura 1-7). Por esta razén, eligiendo el monomero de

partida adecuado, se puede hacer la separacion selectiva de analitos particulares.

Figura 1-7 Algunos mondmeros usados comtnmente en la sintesis de soportes monoliticos

organicos?.
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Gracias a su macroporosidad, las columnas monoliticas han sido muy utilizadas en el
analisis de biomoléculas presentando ventajas frente a las columnas empacadas. Se ha
reportado el andlisis de una gran variedad de péptidos®, proteinas®, anticuerpos e

incluso microorganismos® usando soportes monoliticos.

1.4.3 Modificacion de monolitos reactivos

La eleccion del mondmero (Figura 1-7), depende de los analitos que se requieren separar,
sin embargo tiene dos limitaciones importantes: (i) el soporte puede ser utilizado para
solo un desafio de separacion; si se tiene un nuevo sistema de analitos es necesario
utilizar otro soporte con el monémero y entrecruzante adecuados, y se deben optimizar
nuevamente todas las variables de reaccion. (ii) Existe un nimero limitado de monémeros
con los que puede ser sintetizado el monolito, por lo que los posibles sistemas de analitos

a resolver seran de igual manera restringidos.

Estas dos limitaciones son resueltas haciendo uso de mondmeros organicos altamente
reactivos, los cuales poseen dentro de su estructura sitios activos que pueden ser
utilizados para modificar la superficie, proceso conocido como ‘grafting’. Esta
metodologia confiere dos ventajas: (i) No es necesario volver a optimizar variables en la
obtenciéon del monolito, como temperatura, tiempo de reaccién, proporcion de
monodmeros, iniciador y pordgenos. Y (ii) un aumento en la versatilidad del método, ya
que la superficie de un monolito reactivo ya estandarizado, puede ser modificada con una
gran variedad de moléculas, que son las responsables de las interacciones con el analito

en la separacion?.

1.4.4 Soportes monoliticos derivados de GMA

El glicidilmetacrilato (GMA) es uno de los monémeros mas ampliamente empleados en la
sintesis de soportes monoliticos, ya que gracias a la reactividad del grupo 2,3-
epoxipropilo, es factible la apertura del anillo epdxido para la incorporacién de una

nueva molécula sobre la superficie®®. En la figura 1-8, se ilustran algunos esquemas de
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funcionalizaciéon de monolitos de GMA, comunmente empleados para lograr la

inmovilizacion de biomoléculas con grupos amino (como los péptidos y proteinas).

Figura 1-8 Inmovilizacién covalente de moléculas con grupos amino, sobre monolitos de
poli(GMA-co-EDMA). Métodos de: Epoxido (A), Base de Schiff (B), Carbonildiimidazol (C) y
Disuccinimidilo (D).
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El método de epdxido consiste en el ataque directo de los grupos amino sobre el grupo
epoxido del monolito (Figura 1-8A). Esta estrategia es relativamente sencilla y rdpida de
desarrollar; sin embargo, los grupos epdxido son susceptibles a hidrodlisis lo cual conlleva
a rendimientos menores a los obtenidos en otros métodos>. Los otros métodos involucran
la conversion de los grupos epoxi en derivados reactivos que permiten la unioén del
ligando de interés a través de sus grupos amino, sin embargo, el gran niimero de grupos
amino presentes en el péptido o la proteina, dificulta que el anclaje quimico sea dirigido,
lo que repercute en la reproducibilidad de los métodos, ya que es dificil que la
inmovilizacion de la proteina se realice siempre sobre el mismo grupo amino. Algunos
ejemplos de este tipo de inmovilizacion, incluyen el método de bases de Schiff (Figura 1-
8B) y el uso de carbonildiimidazol (Figura 1-8C) o Carbonato de Di-(N-succinimidilo)
(Figura 1-8D). Estas estrategias son mas efectivas que el método de epoxido, para la unién

de proteinas, se obtienen mayores rendimientos y menos reacciones colaterales®.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se plantea en este trabajo obtener un monolito
organico derivado del GMA, e inmovilizar en su superficie un péptido, derivado de la

proteina L1 del VPH, de forma covalente, dirigida y reproducible.

1.4.5 Monolitos organicos modificados como soportes para
separacion por afinidad.

La separacién por afinidad utilizando HPLC, extraccion o microextraccion en fase sdlida,
se lleva a cabo por el reconocimiento especifico de la molécula diana con la molécula
unida a la columna. La amplia aplicabilidad de esta técnica radica en que las
biomoléculas tienen motivos o sitios que interactian especificamente con una molécula
natural o artificial. Las separaciones por cromatografia de afinidad involucran tres pasos
principales: (i) incubacion de la muestra con el soporte que tiene el ligando inmovilizado
para permitir que la molécula objetivo (diana) en la muestra se una al ligando, (ii) lavado

de los componentes que no se unieron al ligando y (iii) elucion de la molécula diana ya
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sea variando pH o fuerza ionica de la soluciéon, de manera tal que se rompa la interaccién

de la molécula diana con el soporte de afinidad®.

Las ultimas tendencias de purificacion mediante afinidad reportan el uso de columnas
monoliticas modificadas con diferentes moléculas y metabolitos para lograr separaciones
muy especificas, ya que este tipo de soportes tienen una porosidad bimodal (macro y
mesoporosa), que permite altos flujos de trabajo y permeabilidad, conservando una
excelente transferencia de masa, lo que convierte a estos materiales en una buena opcion
para el anadlisis de compuestos de gran tamano, como lo son las biomoléculas
involucradas comtinmente en las separaciones de afinidad. Dentro de estas columnas
monoliticas las mas comiinmente usadas son las de GMA y EDMA por varias razones: (i)
Estan comercialmente disponibles, (ii) estos materiales son relativamente sencillos de
preparar (iii) existen varios métodos de modificacion de este tipo de monolitos para hacer
una adecuada union de los ligandos y (iv) estos monolitos tienen una gran variedad de
tamafno de poro, formas y areas superficiales convirtiéndoles en materiales sumamente

versatiles®,

1.5 Quimica Click

La quimica click es el término empleado para identificar las reacciones quimicas que unen
dos grupos funcionales de manera selectiva, rdpida y confiable . Este tipo de reacciones
cumple con ciertas caracteristicas, tales como: (i) Simplicidad en condiciones de reaccidn,
(ii) ortogonalidad y (iii) eficiencias elevadas, por lo que han sido ampliamente usadas en
quimica organica, polimeros y materiales”. Algunos ejemplos de estas reacciones son: (i)
reacciones de cicloadicion (Diels-Alder), (ii) apertura de anillos tensionados (grupo
epoxido) y (iii) reacciones de adiciéon. La reaccion de adicion de Michael entre el grupo
tiol y el grupo maleimido transcurre mediante la desprotonacion en medio basico del
grupo tiol para formar el ion tiolato, que posteriormente puede efectuar un ataque
nucleofilico sobre el enlace «,p-insaturado del grupo maleimido. Se ha reportado que esta

reaccion es altamente eficiente, ortogonal y se da en condiciones de reaccion sencillas y
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por esta razon ha sido empleada en la deteccion de biomoléculas que tienen grupos tiol,

como por ejemplo el glutation y la cisteina®.

La reaccion entre el grupo tiol y anillos tensionados como los epdxidos de los monolitos
de poli(GMA-co-EDMA) tiene altos rendimientos y alta selectividad. La reaccion
transcurre mediante la desprotonacién del grupo tiol en presencia de hidroxido de Litio
(LiOH), para formar el tiolato, que posteriormente reacciona con el carbono mas

sustituido del epdxido®.
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2. Hipotesis

Un material monolitico de poli(GMA-co-EDMA) funcionalizado con un péptido, derivado
de la proteina L1 del VPH, puede atrapar selectivamente anticuerpos policlonales contra

el mismo péptido.
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3. Objetivos

3.1

Objetivo General

Obtener un material monolitico funcionalizado con un péptido derivado de la proteina L1

del VPH, que permita atrapar selectivamente anticuerpos policlonales contra el mismo

péptido.

3.2

Objetivos especificos

Obtener péptidos derivados de la secuencia SPINNTKPHEAR, y caracterizarlos
mediante RP-HPLC y espectrometria de masas MALDI/TOF.

Evaluar, mediante ensayo de ELISA, la interaccién antigeno-anticuerpo entre los
péptidos  obtenidos y anticuerpos policlonales contra la secuencia
SPINNTKPHEAR.

Obtener una columna monolitica de poli(GMA-co-EDMA).

Unir covalentemente al soporte monolitico, el péptido que presente mejor
reconocimiento antigeno-anticuerpo y que tenga los mejores rendimientos
sintéticos.

Evaluar la capacidad del soporte monolitico funcionalizado, para atrapar

anticuerpos policlonales anti-SPINNTKPHEAR.
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4. Metodologia

En este trabajo se sintetiz6 un material monolitico con su superficie quimica
funcionalizada con un péptido derivado de la proteina L1 del VPH (Figura 4-1). Para
obtener este material fue necesario realizar los siguientes pasos: (i) Sintetizar el material
monolitico de poli(GMA-co-EDMA) el cual presenta grupos 2,3-epoxipropilo altamente
reactivos expuestos es su superficie (Figura 4-1. Paso 1). (ii) Funcionalizar la superficie
con el grupo maleimido, para esto el dcido 6-maleimidohexanoico se hizo reaccionar con
los grupos epoxidos expuestos en el monolito, mediante una apertura de anillos
tensionados (Figura 4-1. Paso 2) y (iii) efectuar una segunda funcionalizacidn, en la cual el
doble enlace del grupo maleimido reacciona con un grupo tiol presente en la cisteina

terminal del péptido CXSPINNTKPHEAR (Figura 4-1. Paso 3).

Figura 4-1 Esquema general para la sintesis de un soporte monolitico organico de poli(GMA-co-

EDMA) modificado quimicamente con un péptido.
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Los péptidos disefiados y sintetizados, para su posterior incorporacion al soporte
monolitico, son descritos en la Tabla 4-1. Para este estudio se seleccion6 la secuencia L1
VPH (1-12): SPINNTKPHEAR, a partir de la cual se disefiaron las moléculas que se
describen a continuacion: (i) a la secuencia se incorporaron en el extremo C-terminal, una
cisteina y el acido 6-aminohexanoico (Ahx) como espaciador, el codigo de este péptido
corresponde a L1 VPH (1-12)-CX. (ii) También se obtuvo una molécula que contenia la
secuencia seleccionada, pero esta vez con el espaciador y la cisteina en el extremo N-
terminal, Péptido: CX-L1 VPH (1-12). Con el fin de estudiar si péptidos mas cortos
derivados de la secuencia seleccionada, podrian reconocer los anticuerpos policlonales
anti-L1 VPH (1-12), (iii) fueron disefiados tres péptidos cortos que contenian diferentes
partes de la secuencia del péptido L1 VPH (1-12). Estos péptidos contienen en su
estructura Cys y Ahx en el extremo N-terminal. (iv) Finalmente, fue sintetizado el péptido
L1 VPH (1-12)n como péptido control, ya que con esta molécula oxidada fueron
inmunizados conejos Nueva Zelanda para obtener los anticuerpos policlonales, esto se

realizo en un trabajo anterior del grupo SAMP.

Tabla 4-1 Péptidos analogos al péptido L1 VPH (1-12): SPINNTKPHEAR

Codigo Secuencia
L1 VPH (1-12)n CGISPINNTKPHEAR®2GC
L1 VPH (1-12)-XC ISPINNTKPHEAR?2-Ahx-C
CX-L1 VPH (1-12) C-Ahx-'SPINNTKPHEAR!?
CX-L1 VPH (1-5) C-Ahx-'SPINN?
CX-L1 VPH (5-9) C-Ahx-SNTKPH?
CX-L1 VPH (8-12) C-Ahx-SPHEAR??

4.1 Reactivos y materiales

La resina Rink amida y los reactivos Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-
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Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Ahx-OH,
diciclohexilcarbodiimida y 1-hidroxi-6-clorobenzotriazol fueron adquiridos en AAPPTec
(Louisville, KY, USA). Los reactivos acetonitrilo, acido trifluoroacético, diclorometano,
diisopropiletilamina, ~ N,N-dimetilformamida, etanoditiol, isopropanol, —metanol,
triisopropilsilano y L-Cisteina fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Germany). Las
columnas SPE Supelclean™, acido 6-maleimidohexanoico, cloruro de tetrabutil amonio,
glicidilmetacrilato, etilendimetacrilato, ciclohexanol, dodecanol, 1,1’-
azobis(ciclohexanocarbonitrilo), silica gel, Tween 20, y 3,3,55-Tetrametilbenzidina
(Sistema de substrato liquido para ELISA) fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). El fosfato didcido de potasio, fosfato acido de sodio, cloruro de sodio y

cloruro de potasio, fueron adquiridos en AppliChem Panreac (Barcelona, Espana).

4.2 Obtencion de péptidos derivados de la secuencia
SPINNTKPHEAR

Los péptidos diseniados para este estudio fueron sintetizados mediante SPPS, empleando
la estrategia Fmoc/tBu®, esta sintesis se desarrolld segun el protocolo establecido en el
grupo SAMP, para la obtencion manual de péptidos asistida por microondas, los
mecanismos de las reacciones involucradas en esta sintesis estan reportados en el Anexo

o162,

La SPPS-Fmoc/tBu involucra reacciones de desproteccion, acople y monitoreo que se
repiten hasta obtener la secuencia deseada. Los Fmoc-aminoacidos son unidos al soporte
solido y se van incorporando secuencialmente del extremo C-terminal al N-terminal. La
resina empleada fue la Rink amida (100 mg, 0,46 meq/g) la cual permite obtener péptidos
con terminacién amida (C-terminal), esta resina fue sometida a un proceso de
hinchamiento con diferentes solventes N,N-dimetilformaamida (DMF) y Diclorometano
(DCM). En la Figura 4-2 se muestra el diagrama del proceso de sintesis; el Paso 1
corresponde a la reaccion de remocién del grupo Fmoc (desproteccion), el Paso 2 es la

reaccion de formacion del enlace peptidico (acople) entre los aminoacidos de la secuencia
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y el Paso 3 involucra las reacciones de desproteccion de las cadenas laterales y la
separacion del péptido de la resina (Clivaje). En la desprotecciéon y el acople se emplea
como reaccion de monitoreo el test de Kaiser®, que permite determinar la presencia de
grupos amino libres.

Figura 4-2 Diagrama de la sintesis de péptidos en fase soélida (SPPS-Fmoc/tBu). Test de Kaiser:
Color caracteristico para amina secundaria (A), amina primaria (B) y ausencia de grupos amino-
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El péptido crudo es analizado mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase

reversa (RP-HPLC), y es purificado por extraccion en fase solida (RP-SPE) con elucién por
gradiente. El producto purificado es caracterizado por RP-HPLC y por espectrometria de

masas MALDI-TOF.

4.2.1 Reaccion de remocion del grupo Fmoc: desproteccion

Los aminoacidos utilizados en la SPPS/Fmoc-tBu poseen una proteccion de tipo

ortogonal, el grupo a-amino esta protegido con el grupo Fmoc y las cadenas laterales de
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los aminodacidos tienen grupos protectores que son labiles al tratamiento con acido
trifluoroacético (TFA), por ejemplo los grupos tritilo y terbutilo, entre otros. La remocion
del grupo Fmoc se realiza por tratamiento con una base débil, esta se lleva a cabo
empleando una solucion de 4-metilpiperidina® al 25% v/v que contiene triton al 0,1% v/v,
el solvente empleado es DMF (Figura 4-2. Paso 1). La resina es tratada con solucién de
desproteccion asistida por microondas, finalmente, es lavada con DMF, 2-Isopropanol

(IPA) y DCM (4x1 minuto con cada solvente) y se realiza el test de Kaiser .

4.2.2 Reaccion de activacion de los Fmoc-aminoacidos y acople de
los mismos a la resina
Para la activacién del grupo acido carboxilico, de los Fmoc-aminodacidos, se emplean
diferentes estrategias que conducen a la formacion de ésteres; si la reaccion de formacion
del enlace peptidico no es completa es necesario cambiar la estrategia hasta que la
reaccion sea completa (Figura 4-2C). En este trabajo se empled la estrategia de éster
modificado: Se disuelven Fmoc-aminodcido, DCC, 6-CI-HOBt (1:1:1); 5 excesos respecto a
los mEq de resina, en DMF y se agita la mezcla por 15 minutos a temperatura ambiente.
Luego la mezcla de reaccion es adicionada a la resina. La reaccién es monitoreada por el
Test de Kaiser, cuando el test indico presencia de grupos amino libres, se tratd
nuevamente la resina con solucién del Fmoc-aminodcido activado cambiando el solvente

(NMP 0,1% tritén X-100) hasta reaccion completa (Figura 4-2. Paso 2).

4.2.3 Reaccion de monitoreo (Test de Kaiser)

Para realizar la prueba de Kaiser®, fueron preparadas tres disoluciones: (i) 40 g de fenol
disueltos en 10 mL de etanol absoluto; (ii) 0,65 mg de KCN, 1,0 mL de agua y 49,0 mL de
Piridina; (Solucion B) 1,25 g de Ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto. Las disoluciones
(i) y (ii) son mezcladas y almacenadas (Solucion A). La Solucién B se debe almacenar en la
oscuridad. Para realizar la prueba de Kaiser se toma una pequefia cantidad de resina-

péptido seca (aproximadamente 1 mg) y se le adicionan las soluciones A y B en
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proporcién 2:1 (v/v). Luego se homogeniza la mezcla y se somete a calentamiento a 105°C
por 7 minutos. Transcurrido este tiempo se observa la coloracion de la disolucion. Una
coloracion azul indica prueba positiva para la presencia de grupos aminos primarios
libres y una coloracion amarilla, prueba negativa. En el caso de la prolina (aminas
secundarias), la prueba positiva corresponde a una coloracion roja en la resina, y la

prueba negativa una coloracion amarilla (Figura 4-2 A-C).

4.2.4 Reaccion de desproteccion de las cadenas laterales y
separacion del péptido de la resina
Una vez han sido incorporados todos los aminoacidos, se realiza la remocion del grupo
Fmoc y la resina-péptido desprotegida se seca, se pesa y se le adiciona una solucion de
clivaje que contiene TFA/HO/EDT/TIPS (92,5/2,5/2,5/2,5% v/v). La reaccién se deja en
agitacion a temperatura ambiente por 4 horas (Figura 4-2. Paso 3). Transcurrido este
tiempo la disolucion es filtrada y el péptido se precipita adicionando éter etilico a -20°C.
La disolucién se centrifuga a 2500 rpm por 5 minutos y el sobrenadante se desecha, luego
se realizan cinco lavados con éter etilico bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente.

4.3 Caracterizacion de los péptidos por cromatografia
analitica RP-HPLC y espectrometria de masas MALDI-
TOF

4.3.1 Analisis por RP-HPLC

Para el analisis de los péptidos (1 mg/mL) por RP-HPLC, se utilizd la fase mévil: Solvente
A: 0,05% TFA en agua y Solvente B: 0,05% TFA en ACN. Como fase estacionaria fue
empleada una columna monolitica Chromolith® C-18 (50x4,6 mm). Se empled un
gradiente de elucion del 5 al 50% de Solvente B en 8 minutos a un flujo de 2,0 mL/min,
volumen de inyecciéon 10 pL y 210 nm para la deteccién. Se empled un cromatdgrafo

Agilent Series 1260.
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4.3.2 Purificacion de los péptidos por extraccion en fase solida (SPE)

Para la purificacion de los péptidos se emplearon columnas de RP-SPE de 5g (Tamario de
particula: 40-60 um)®t. El péptido se disolvid en el Solvente A, la muestra fue sembrada y
luego se eluyd con soluciones que contenian diferentes porcentajes de Solvente B. Las
fracciones que contenian al péptido puro se unieron y se liofilizaron. Los productos

finales se almacenaron a -4°C.

4.3.3 Analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF

El peso molecular de los péptidos fue determinado mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (microFlex, Bruker). 1 uL de la solucion del péptido purificado (0,5 mg/mL)
se mezcld con 18 puL de matriz (dcido a-ciano-4-hidroxicindmico, 5 mg/mL), luego 1 pL de
la mezcla fue sembrada sobre la placa porta muestra. La potencia del laser oscil6 entre los

2700 y 3000V, y se realizaron 200 disparos del laser.

4.4 Sintesis de un soporte monolitico organico de
poli(GMA-co-EDMA)
La sintesis de los soportes monoliticos organicos fue llevada a cabo siguiendo el protocolo
reportado por Okanda y colaboradores®. El primer paso consiste en la remocién del
estabilizante que contienen los mondmeros organicos y que evita su polimerizacion
mientras se encuentran almacenados, para ello fue utilizada una columna de silica gel (1 g
de silica por cada 2 mL de mondmero). Luego de removido el aditivo, se mezclaron el
monomero principal GMA (18,0 % p/p) y el agente entrecruzante EDMA (12,0 % p/p). En
otro recipiente se prepard la mezcla de porégenos, ciclohexanol (58,8 % p/p) y dodecanol
(11,2 % p/p). Las dos disoluciones fueron mezcladas y se adiciono el iniciador polimérico
ABCN, en proporcion de 1% con respecto al monomero principal. La mezcla final fue
purgada con nitrégeno durante 5 minutos y posteriormente incorporada con una jeringa

al molde deseado. El molde fue incubado a 57°C durante 24 horas. Transcurrido este
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tiempo el polimero obtenido fue lavado exhaustivamente con metanol y secado en

trampa de vacio.

4.5 Funcionalizacion del poli(GMA-co-EDMA) con un
péptido derivado de la proteina L1 del VPH

Una vez obtenido el monolito de poli(GMA-co-EDMA), se disefid la ruta sintética para
funcionalizarlo. Se planted que la modificacion de la superficie con un péptido se podria
lograr en dos pasos (Figura 4-1, Pasos 2 y 3): (i) La funcionalizacion de la superficie con el
acido 6-maleimidohexanoico y (ii) la reaccion entre el grupo maleimido y el grupo tiol

presente en la cisteina (Tabla 4-1).

4.5.1 Funcionalizacion del poli(GMA-co-EDMA) con el acido 6-
maleimidohexanoico
Para llevar a cabo esta reaccion fue adaptado un procedimiento de funcionalizacion del
grupo 2,3-epoxipropilo con diferentes acidos carboxilicos previamente descrito®. 1,68
mmol de acido 6-maleimidohexanoico disuelto en DMF fueron mezclados con 1,68 mmol
de cloruro de tetrabutilamonio en DMF, a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Luego esta disolucidon fue adicionada lentamente a una cantidad de monolito de
poli(GMA-co-EDMA) correspondiente a 0,33 mmol de GMA. El sistema se dejé en
atmosfera de N2y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo se retird el sobrenadante y el sélido fue lavado exhaustivamente con DMF y
Etanol. Finalmente, el solido obtenido, poli(GMA-co-EDMA)-AMhzx, fue secado con pistola

de aire hasta peso constante (Figura 4-1. Paso 2).

4.5.2 Funcionalizacion del monolito con el péptido sintético

10 mg (0,006 mmol) del péptido C-Ahx-SPINNTKPHEAR fueron disueltos en 1 mL de
metanol. A esta disolucion se le agregd 5 mg del monolito poli(GMA-co-EDMA)-AMhx. La

mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 24 horas y transcurrido este tiempo se
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centrifug6 a 15.000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, se desech¢ el sobrenadante y el
solido obtenido se lavo exhaustivamente con metanol y éter etilico y se almacend a

temperatura ambiente en un desecador.

4.6 Interaccion de inmunoafinidad entre péptidos
derivados de la secuencia L1 VPH (1-12) y anticuerpos
policlonales anti-L1 VPH (1-12)

Con el fin de seleccionar el péptido Optimo para unir covalentemente al soporte
monolitico, fue evaluada la interaccion antigeno anticuerpo de cada péptido con

anticuerpos policlonales contra la secuencia SPINNTKPHEAR.

4.6.1 Obtencion de los anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12)

La obtencién de los anticuerpos policlonales utilizados en este proyecto fue realizada por
el grupo SAMP siguiendo el protocolo que se describe a continuacion'. 250 uL de una
solucion del péptido polimérico (CG'SPINNTKPHEAR?GC)n (2 mg/mL) fueron
mezclados con 250 puL de adyuvante completo de Freund (primera inmunizacion) y con
adyuvante incompleto de Freund para la segunda, tercera y cuarta inmunizacion. Los
conejos Nueva Zelanda fueron inmunizados intraperitonealmente en la zona inguinal,
con 150 pL de la mezcla emulsionada, en los dias 1, 20, 40 y 60. Se realizaron sangrias los
dias 0 (Preinmune), 39 (Post II) y 59 (Post III) y 79 (Post IV). Los sueros fueron obtenidos

por centrifugacion 5 min. a 2000 r.p.m. y almacenados.

4.6.2 Protocolo ELISA.

Para el ensayo de ELISA se preparan las siguientes disoluciones:

1. Buffer de fosfatos PBS 10x: (pH: 7): 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 11,5 g de Na2HPOs y
2 g de KH2POsen 1,0 L de agua destilada.
2. PBS 1x: Dilucion 1:10 (v/v) de la disolucion de PBS 10x.
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3. Disolucion de lavado: PBS 1x con Tween 20 al 0,5 %.

4. Disolucion de bloqueo: Disolucion de lavado con 5% de leche en polvo
deslactosada y descremada.

5. Disolucion de anticuerpo secundario: Disolucion de anti-rabbit IgG (Sigma A0545)
acoplado a peroxidasa, 1:5000 (v/v) en disolucion de bloqueo.

6. Disolucion de revelado: Disolucion 1:1 (v/v) de TMB y Peroxido de Hidrogeno
(H202) al 30%.

7. Disolucion de anticuerpo primario: Suero Post IV obtenido en la inmunizacion de
conejos Nueva Zelanda con el polimero L1 VPH (1-12)n, dilucién 1:100 (v/v) en
disolucién de bloqueo.

El péptido (10 pg/mL) disuelto en PBS 1x es filtrado con una membrana hidrofilica de
PTFE de 0,45 um (Disolucién 1), luego se adicionaron 100 uL en cada pozo de una caja
multipozos de 96 pocillos (F16 Maxisorp loose nunc-immuno module, Thermo Scientific),
se tapo y se incubd a 37°C durante 1 hora. La caja multipozos se dejé a 4°C durante toda
la noche. Posteriormente se desecho el contenido de los pozos y se lavo tres veces con
disolucion de lavado y tres veces con agua destilada, la caja se seco y en cada pozo se
agregaron 200 pL de disolucion de bloqueo. Se repitio el proceso de incubacion, el lavado
y secado como se describio anteriormente. Luego de esto se adicioné la disolucion de
anticuerpo primario y se repitié la incubacidn, los lavados y el secado. Posteriormente se
adicionaron 100 pL de disolucién de anticuerpo secundario y se repitid la incubacion, los
lavados y el secado. Finalmente, se agregaron 100 uL de disolucion de revelado a cada
pozo y se dejd en reposo en oscuridad durante 5 minutos. La absorbancia de cada pozo

fue leida a 620 nm.

4.7 Interaccion de inmunoafinidad entre el monolito
poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH(1-12) y
anticuerpos policlonales anti- L1 VPH (1-12)

Con el fin de evaluar la interacciéon antigeno-anticuerpo del monolito funcionalizado con

el péptido CX-L1 VPH (1-12), fue llevado a cabo el siguiente protocolo:
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1,0 mg de monolito funcionalizado, poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH (1-12), se
mezcld con 200 pL de disolucidon de bloqueo, la bala se agitdo durante 20 segundos y se
incubd a 37° C durante una hora. Transcurrido este tiempo se centrifugd a 15.000 rpm
durante 5 minutos y se desech¢ el sobrenadante. El solido se lavo 5 veces con 1 mL de
disolucion de lavado y 5 veces con 1 mL de agua destilada. En cada lavado se agitd
durante 20 segundos y se centrifugd a 15.000 rpm durante 5 minutos. Finalizados los
lavados se adicionaron 100 uL del anticuerpo primario (1:100 v/v) y se incub6 a 37°C
durante una hora. Después de la incubacion, se centrifugd a 15.000 rmp durante 5
minutos, se desecho el sobrenadante y se realizaron los lavados de la misma forma
descrita. Posteriormente, se adicionaron 100 uL de anticuerpo secundario (1:5000 v/v) y se
repitieron los procesos de incubacion y lavados, previamente descritos. Finalmente, se
agregaron 500 pL de disolucion de revelado, se agité durante 20 segundos y se centrifugd
a 15.000 rpm por 5 minutos. 100 pL del sobrenadante fueron transferidos a un pocillo de

una caja multipozos y se ley6 la absorbancia a 620 nm.

Los ensayos realizados fueron: (A) monolito de poli(GMA-co-EDMA) tratado con suero
Post IV, (B) Tubo de microcentrifuga tratado con suero Post IV, Monolito funcionalizado

tratado con(C) suero preinmune, (D) suero Post IV.
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5. Resultados y discusion

Este trabajo pretende contribuir al desarrollo de técnicas para bioseparaciones,
empleando soportes monoliticos funcionalizados con péptidos, que permitan aislar
anticuerpos por inmunoafinidad. Como modelo de estudio se escogié una secuencia

derivada de la proteina L1 de la capside del VPH.

Para alcanzar los objetivos se utilizo el disefio experimental que se describe a

continuacion

Etapa 1. Disefio y obtencion de los péptidos. Se selecciond el péptido L1 VPH (1-12):
SPINNTKPHEAR, el cual es reconocido por anticuerpos de pacientes infectadas por VPH,
a las cuales les fue diagnosticada lesiones en el cérvix!>. A partir de la secuencia
seleccionada, se disefiaron péptidos andlogos para establecer si estas secuencias eran
reconocidas por los anticuerpos policlonales contra L1 VPH (1-12), con el fin de buscar
una secuencia corta mas facil de sintetizar y de unir al soporte monolitico. En todos los
péptidos se introdujo una cisteina en el extremo N-terminal o C-terminal y un residuo del

acido 6-aminohexanoico. Los péptidos sintetizados se reportan en la Tabla 4-1.

Etapa 2. Determinacion de la interaccion antigeno-anticuerpo de los péptidos mediante ensayo de
ELISA. En esta etapa se identificaron los péptidos obtenidos que son reconocidos por los
anticuerpos policlonales. Basados en esta informacion y en los resultados de la sintesis

quimica, se seleccion6 el péptido para unir al soporte monolitico.

Etapa 3. Obtencion del soporte monolitico funcionalizado con el péptido. Se realizé la sintesis del

soporte monolitico de poli(GMA-co-EDMA) siguiendo el protocolo de Okanda® y se
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funcionalizé con el acido 6-maleimidohexanoico (AMhx). Luego el péptido seleccionado
fue unido al monolito modificado, por medio de una adicion de Michael (tiol-maleimido)
Los monolitos obtenidos fueron analizados mediante espectroscopia Infrarroja, Raman,

microscopia electronica de barrido y andlisis elemental.

Etapa 4. Estudio de la interaccion del monolito poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-péptido con los
anticuerpos policlonales. Utilizando el ensayo de ELISA, con algunas modificaciones, se
determin¢ si el monolito funcionalizado con el péptido atrapaba selectivamente los

anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12).

Los resultados obtenidos en cada una de las etapas formuladas en el disefio experimental,

y la discusion de los mismos se describen de manera detallada a continuacion.

5.1 Sintesis, purificacion y caracterizacion de los péptidos
derivados de L1 VPH (1-12)

Se sintetizaron seis péptidos andlogos de la secuencia SPINNTKPHEAR. Todas los
péptidos, a excepcion del L1 VPH (1-12)n, contienen una cisteina en el extremo N-
terminal y un residuo del acido 6-aminohexanoico como espaciador. Los resultados de la
caracterizacion, por cromatografia RP-HPLC y espectrometria de masas de los péptidos

se presentan en la Tabla 5-1.

Los péptidos CX-L1 VPH (1-12) y L1 VPH (1-12)-XC, contienen la secuencia
SPINNTKPHEAR, el espaciador y la cisteina en el extremo N o C-terminal. Teniendo en
cuenta que péptidos cortos requieren menos pasos en la sintesis, reduciendo costos y
aumentando la rapidez en la obtencién; y que ademas un péptido corto puede favorecer
el anclaje quimico al monolito, se disefiaron los péptidos CX-L1 VPH (1-5), CX-L1 VPH (5-
9) y CX-L1 VPH (8-12), que contienen la secuencia de la regiéon N-terminal, central y C-
terminal del péptido L1 VPH (1-12), y se evalud el reconocimiento de estas moléculas por

los anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12).
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Tabla 5-1 Caracterizacion de los péptidos sintetizados.

tr
P M
Codigo Secuencia u: ced ’a.sa m/z
) (%) tedrica
L1 VPH (1-12)n +CGSPINNTKPHEARGC)n 3,10 95,0 1681,8 1682,7

L1 VPH (1-12)-XC  'SPINNTKPHEAR™"-Ahx-C 3,24 98,4 1577,8 1580,1

CX-L1 VPH (1-12)  C-Ahx-'SPINNTKPHEAR™ 3,24 97,4 1577,8 1579,9

CX-L1 VPH (1-5) C-Ahx-1SPINNS 3,28 95,8 758,4 752,3
CX-L1 VPH (5-9) C-Ahx-SNTKPH? 1,10 90,0 810,4 804,2
C-XL1 VPH (8-12)  C-Ahx-*PHEAR®? 3,00 95,3 823,4 817,3

Los péptidos L1 VPH (1-12)-XC, CX-L1 VPH (1-12) y L1 VPH (1-12)n no presentaron
dificultad en su sintesis y fueron obtenidos con purezas superiores al 95%, determinada
por RP-HPLC. A manera de ejemplo en la Figura 5-1 se muestra el analisis del péptido L1
VPH (1-12)-XC, donde se observa que la incorporacion de los residuos Arg, Lys e Ile
requirieron dos ciclos de reaccion de acople, mientras que los demas aminodacidos solo
necesitaron un ciclo de reaccion (panel B). El perfil cromatografico del producto puro
presenta una especie mayoritaria en tr = 3,24 min (panel C); y el espectro de masas tiene

una sefal en m/z = 1580,1 correspondiente a la especie [M+H]* del péptido (panel D).

Los péptidos CX-L1 VPH (1-5), CX-L1 VPH (5-9) y CX-L1 VPH (8-12), no presentaron
dificultades en el acople de los aminoacidos, pero los productos crudos fueron muy
solubles en TFA, lo que dificulto la precipitacion de estas moléculas con éter etilico, y esto
causo bajos rendimientos. Por otro lado, estos péptidos fueron higroscdpicos, y en el caso
particular del péptido CX-L1 VPH (5-9), se presentd una baja retencion en columnas de C-
18, lo que dificultd su purificacion. El andlisis por MALDI TOF MS de los péptidos cortos
también presentd inconvenientes, ya que las sefiales de m/z obtenidas fueron menores a

las calculadas, debido posiblemente a la calibracion del equipo, que se hace con péptidos
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de masas superior a 1000 Da. Ademas, para los péptidos CX-L1 VPH (1-5) y CX-L1 VPH

(5-9), se observan senales que sugieren la formacion de dimeros (ver Anexo A).

Figura 5-1 Péptido L1 VPH (1-12)-XC: Estructura (A), comportamiento de la sintesis (B), perfil
cromatografico (C) y espectro de masas MALDI-TOF (D) del compuesto puro.
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Teniendo en cuenta: (i) Las dificultades de obtencién, purificacion y caracterizacion de los

péptidos cortos y (ii) los buenos resultados de sintesis, purificacion y caracterizacion de
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los péptidos L1 VPH (1-12)-XC y CX-L1 VPH (1-12), se concluye que estos tltimos son los

mejores candidatos para ser inmovilizados covalentemente en el monolito.

5.2 Estudio de la interaccion de antigeno-anticuerpo entre
los péptidos sintéticos y anticuerpos policlonales anti-
L1 VPH (1-12) por ensayos de ELISA

Basados en los resultados de sintesis, y con el objetivo de identificar una secuencia mas
corta que pueda ser reconocida por anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12), se
construyd una libreria de péptidos secuencialmente truncados® (Tabla 5-2). Las librerias
de péptidos fueron construidas a partir de las secuencias CX-L1 VPH (1-12) y L1 VPH (1-
12)-XC. Como se observa en la Tabla 5-2, se sintetizaron péptidos en los que se removio
secuencialmente los aminoacidos del extremo N-terminal para los derivados del L1 VPH

(1-12)-XC y del C-terminal para los derivados del CX-L1 VPH (1-12).

En la Tabla 5-2 se muestran los titulos de los anticuerpos obtenido mediante el ensayo de
ELISA. Como controles se utilizaron los sueros preinmune y Post IV, del conejo
inmunizado con el péptido polimérico L1 VPH (1-12)n (Las graficas de los titulos de los
anticuerpos se pueden consultar en el anexo B). Como se puede apreciar en la tabla, los
péptidos que contienen la secuencia 'SPINNTKPHEAR': L1 VPH (1-12) -XC y CX-L1
VPH (1-12), presentaron un titulo de 1:25000, igual al presentado por el péptido control,
L1 VPH (1-12)n. El péptido CX-L1 VPH (1-11), en el que se removio la 2Arg, present6 un
titulo de 1:12800, menor al presentado por el CX-L1 VPH (1-12). A medida que se
remueven los aminodcidos del extremo C-terminal el titulo de los anticuerpos va
decreciendo, no se observa reconocimiento de los anticuerpos por los péptidos CX-L1
VPH (1-7), CX-L1 VPH (1-6), CX-L1 VPH (1-5) y CX-L1 VPH (1-4). La disminucién mas
critica del reconocimiento de los anticuerpos se da al remover el Glu (E), del CX-L1 VPH
(1-10) al CX-L1 VPH (1-9), donde se observa un cambio en el titulo de 1:6400 a 1:800 lo
que sugiere que este aminoacido tiene gran relevancia en la interaccién antigeno-

anticuerpo.
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Tabla 5-2 Péptidos andlogos de la secuencia L1 VPH (1-12), titulo del anticuerpo policlonal

determinado mediante ensayo de ELISA.

Titulo de los

Codigo Secuencia B~
L1 VPH (1-12)n +(CGSPINNTKPHEARGCHn 1:25600
CX-L1 VPH (1-12) C-Ahx-'SPINNTKPHEAR?" 1:25600
CX-L1 VPH (1-11) C-Ahx-'SPINNTKPHEA™" 1:12800
CX-L1 VPH (1-10) C-Ahx-'SPINNTKPHE™" 1:6400
CX-L1 VPH (1-9) C-Ahx-'SPINNTKPH? 1:800
CX-L1 VPH (1-8) C-Ahx-'SPINNTKP? 1:200
CX-L1 VPH (1-7) C-Ahx-'SPINNTK” N.R.
CX-L1 VPH (1-6) C-Ahx-'SPINNT?® N.R.
CX-L1 VPH (1-5) C-Ahx-'SPINN® N.R.
CX-L1 VPH (1-4) C-Ahx-'SPIN* N.R
L1 VPH (1-12) -XC ISPINNTKPHEAR">-Ahx-C 1:25600
L1 VPH (2-12) -XC 2PINNTKPHEAR"?-Ahx-C 1:25600
L1 VPH (3-12) -XC SINNTKPHEAR®?2-Ahx-C 1:12800
L1 VPH (4-12) -XC ‘NNTKPHEAR"?-Ahx-C 1:6400
L1 VPH (5-12) -XC SNTKPHEAR">-Ahx-C 1:800
L1 VPH (6-12) -XC STKPHEAR">-Ahx-C 1:800

N.R. No hay reconocimiento al titulo de los anticuerpos 1:100.

En forma similar, el reconocimiento de los anticuerpos hacia los péptidos truncados en el
extremo N-terminal decrece al remover secuencialmente los aminodcidos. La disminucion
mas critica en el titulo se da en la remocion de la primera Asn (del L1 VPH (4-12) -XC al
L1 VPH (5-12) -XC) sugiriendo que posiblemente este aminodcido es relevante en el

reconocimiento de los anticuerpos.

Los resultados obtenidos permiten inferir que: (i) Los péptidos L1 VPH (1-12) -XC y CX~-
L1 VPH (1-12) presentaron el mismo titulo que el péptido L1 VPH (1-12)n sugiriendo que
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la incorporacion del residuo de cisteina y del acido aminohexanoico no interfiere con el
reconocimiento antigénico, (i) los péptidos truncados que contienen entre 13 y 11
residuos, presentaron menor reconocimiento antigénico que los péptidos que contenian la
secuencia SPINNTKPHEAR, (iii) las secuencias cortas (menores a 10 residuos) tuvieron
titulos muy bajos e incluso nulos, en algunos casos y (iv) la secuencias mas cortas que
fueron reconocidas por los anticuerpos policlonales fueron CX-L1 VPH (1-8) y L1 VPH (6-
12) -XC.

De los resultados obtenidos es posible concluir que, a excepcion de la serina, todos los
residuos presentes en la secuencia SPINNTKPHEAR son importantes para el
reconocimiento de los anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12). Por tal motivo, y por
las condiciones favorables de sintesis y caracterizacion mencionadas en el numeral 5.1; se
seleccionaron los péptidos CX-L1 VPH (1-12) y L1 VPH (1-12)-XC como los mejores

candidatos para la funcionalizacion del soporte monolitico.

5.3 Sintesis del material monolitico organico de
poli(GMA-co-EDMA) funcionalizado con un péptido
derivado del L1 VPH (1-12)

5.3.1 Obtencion del monolito poli(GMA-co-EDMA)

Para obtener un soporte monolitico que retenga selectivamente los anticuerpos
policlonales anti-L1 VPH (1-12), el primer paso fue sintetizar el monolito con la superficie
quimicamente activa que permitiera la posterior modificacion con el péptido CX-L1 VPH
(1-12) o L1 VPH (1-12)-XC. El monolito de poli(GMA-co-EDMA) se obtuvo siguiendo el
protocolo reportado por Okanda y colaboradores®, tal como se describio en la

metodologia.

Adicionalmente, fueron evaluados como moldes para contener el soporte monolitico,
varios materiales poliméricos organicos (polipropileno, polimetilmetacrilato y

poliestireno). Para la eleccién del molde se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones:
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(i) Que la polimerizacion pueda efectuarse dentro del mismo, (ii) que el soporte
monolitico quede adherido fisica 0 quimicamente a las paredes del molde y (iii) que el

material del molde sea estable a las condiciones de polimerizacién del monolito.

En el caso del polipropileno (Figura 5-2A), la polimerizacion se efectué dentro de una
punta para micropipeta y se evidencié que el monolito obtenido no se adhiri6 al molde.
Por esta razon, se fabricd otro molde de polimetilmetacrilato (Figura 5-2B), polimero de
naturaleza quimica mas similar a la del monolito. En este molde hubo una buena
adhesion del monolito a las paredes, sin embargo, no fue posible hacer fluir liquidos a
través de la columna. Finalmente, se prob6 un molde de poliestireno (Figura 5-2 C), el
monolito se adhiri6 a las paredes de este material y se logrd hacer fluir liquidos a través
de la columna; por esta razdn, fue el material escogido como el molde 6ptimo para
contener al poli(GMA-co-EDMA).

Figura 5-2. Materiales empleados en la fabricacion del molde para contener un monolito de
poli(GMA-co-EDMA).

A. Polipropileno

C. Poliestireno

Soporte monolitico

H
. C—C
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El monolito sintetizado se caracterizé por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Se
observa que el material presenta una morfologia de tipo granular, probablemente debido
a la formacién y precipitacion de ntcleos durante la polimerizacion, adicionalmente se
evidencia la presencia de mesoporosidad y macroporosidad (Figura 5-3); estos resultados

estan de acuerdo a los reportados por otros autores®.
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Figura 5-3 Imagen de SEM del polimero de poli( GMA-co-EDMA) sintetizado (10, 20 y 200 pm).
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El monolito de poli(GMA-co-EDMA) obtenido se analizd por espectroscopia infrarroja
(Figura 5-4A). El espectro contiene las sefiales caracteristicas reportadas en la literatura
para polimeros similares, entre estas se encuentran las sefiales de los carbonilos (1729,57
cm), el estiramiento C-O del anillo tensionado (908,39 cm) y estiramientos C=C (2958,85

cm).
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Figura 5-4 Espectro infrarrojo del monolito de poli(GMA-co-EDMA) (A) y del monolito poli(GMA-
co-EDMA)-AMhx (B)
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5.3.2 Obtencion del monolito poli(GMA-co-EDMA)-AMhx

La funcionalizacién del soporte monolitico fue realizada por reaccion entre el grupo 2,3-
epoxipropilo y el acido 6-maleimidohexanoico (AMhx), mediante apertura de anillos

tensionados y formacion del éster para obtener poli(GMA-co-EDMA)-AMhx.

En la Figura 5-4B se muestra el espectro IR del monolito después de la funcionalizacion
con el AMhx. Como se puede apreciar, el espectro presenta senales similares a las
encontradas para el poli(GMA-co-EDMA), sin embargo, después de la funcionalizacion se
observa la aparicion de una senal en 1604,48 cm™, la cual corresponde al estiramiento C=O
de imidas y estd reportada como sefial caracteristica de moléculas que contienen grupos

maleimido®, lo que sugiere la presencia de estos en el material monolitico.

Los soportes monoliticos poli(GMA-co-EDMA) y poli(GMA-co-EDMA)-AMhx se

analizaron por espectroscopia Raman (Figura 5-5). En el espectro se observa que después
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de la funcionalizacion aparece una sefial en 1606,42 cm™ (Panel B), la cual corresponde al
enlace C=0O del grupo funcional imida que se habia observado también en el espectro
infrarrojo. Este analisis sugiere que la superficie monolitica fue funcionalizada con el
AMhx.

Figura 5-5 Espectro Raman del monolito de poli(GMA-co-EDMA) (A) y del monolito poli(GMA-co-

EDMA)-AMiix (B).
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Los materiales monoliticos obtenidos fueron analizados por andlisis elemental, ya que el
soporte monolitico poli(GMA-co-EDMA)-AMhx contiene nitrégeno, debido a la presencia
del grupo maleimido. Se compararon los dos soportes monoliticos antes y después de la
funcionalizacion y se observo que el porcentaje de nitrogeno para el poli( GMA-co-EDMA)-
AMhx fue de 0,91 %, que corresponde a una funcionalizacion del soporte del 12,5 %,
mientras que para el poli(GMA-co-EDMA) el contenido de Nitrégeno fue del 0% (Tabla 5-
3). Se puede evidenciar que el contenido de nitrégeno en el poli(GMA-co-EDMA)-AMhx
fue menor al esperado (20% Nitrédgeno), asumiendo que la funcionalizacion fuera del
100%. Esto permite concluir que el 37% de los grupos epodxido del soporte quedaron sin

reaccionar, debido posiblemente a que algunos grupos reactivos dentro de la red
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polimérica no estan disponibles, lo que impide que el acido 6-maleimidohexanoico

reaccione con estos.

Tabla 5-3 Analisis elemental de los soportes monoliticos poli(GMA-co-EDMA) y poli(GMA-co-
EDMA)-AMhx

poli(GMA-co-EDMA) poli(GMA-co-EDMA)-AMhx

% plp % plp
Nitrégeno 0,00 0,90
Carbono 61,19 58,79
Hidrégeno 7,59 6,90
Ac. 6-maleimidohexanoico 0,00 12,54

El soporte monolitico poli(GMA-co-EDMA)-AMhx fue analizado por SEM (Figura 5-6),
como se puede observar, el material conserva las mismas propiedades morfoldgicas que
el poli(GMA-co-EDMA), también se aprecia una estructura granular, con la presencia de
nucleos y con mesoporosidad y macroporosidad.

Figura 5-6 Caracterizacion por SEM de de los soportes monoliticos de poli(GMA-co-EDMA) (A) y
poli(GMA-co-EDMA)-AMhx (B)

10 um 20 um 100 pm

Como conclusiéon de los resultados, la aparicion de la sefial cercana a 1600 cm, en
espectroscopia infrarroja y Raman, junto con la presencia de nitrégeno, determinado por

analisis elemental, indican que la superficie monolitica del poli(GMA-co-EDMA) fue
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funcionalizada con el acido 6-maleimidohexanoico. Adicionalmente, la caracterizacién
por SEM muestra que, después de la funcionalizacidn, el soporte presenta propiedades

morfoldgicas y estructurales similares al material sin funcionalizar.

5.3.3 Funcionalizacion del poli(GMA-co-EDMA)-AMhx con el
péptido CX-L1 VPH (1-12)

Una vez obtenido el poli(GMA-co-EDMA)-AMhx, el siguiente paso fue unir uno de los

péptidos seleccionados a este soporte, por reaccion entre el grupo maleimido del

monolito con el tiol del residuo de cisteina.

La reaccion de adicién de Michael entre el grupo tiol (Cisteina) y el grupo maleimido
(quimica click) se emplea frecuentemente para marcar proteinas®, sin embargo, el-use-de
esta reaccion ha sido poco utilizada para funcionalizar materiales poliméricos porosos?.
Por lo anterior, se decidid hacer primero un estudio de la reaccidon en solucion, para
determinar las condiciones experimentales dptimas y a partir de esto funcionalizar la

superficie del monolito.

El primer experimento consistio en realizar la reaccion entre la L-Cisteina y el acido 6-
maleimidohexanoico en diferentes solventes. Se prepard una solucidon que contenia 1,20
mg de L-Cys y el 4cido 6-maleimidohexanoico (1,5 excesos molares) en (i) etanol, (ii)
acetonitrilo, (iii) metanol o (iv) agua. Las mezclas de reaccion se agitaron por dos minutos
a temperatura ambiente y fueron monitoreadas por RP-HPLC, los resultados se presentan
en la Figura 5-7. En todos los perfiles cromatograficos, el pico con tz= 4,3 minutos
corresponde al acido 6-maleimidohexanoico, mientras que la L-Cisteina no se puede
detectar por que no absorbe en la region UV. Como se puede observar en la reaccién
realizada en agua (Panel A) aparecen tres picos, uno en 4,3 min correspondiente al acido
6-maleimidohexanoico y dos sefales en 2,7 y 3,2 min, que corresponden a los productos
de reaccién. La mezcla de los productos obtenidos fue analizada por 'H y “C-RMN y
estos resultados sugieren que en la reaccion entre el tiol y el maleimido se forman

productos diasteroisoméricos y probablemente tautomeros (andlisis presentado en el
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Anexo C). La reaccion en Metanol (Panel C) presenta el mismo comportamiento que el
descrito para el agua. Cuando se utilizd Acetonitrilo o Etanol como medio de reaccion, no
se observo formacion significativa de los productos (Panel B y D).

Figura 5-7 Reaccion entre el acido 6-maleimidohexanoico y la L-Cisteina empleando diferentes
disolventes: Agua (A), Etanol (B), Metanol y Acetonitrilo (D).

2000 A 2000 | B
w, Agua Q 2 | Etanol
- Y
1400 | ) n::
= 1200 o -“Jn;:
- | < 1
£ 1“\” H:a OH E:«“‘:
"""" 7 o R R TR R N R T 1
Minutes Minutes
2000 2000 |
w0 Metanol C wo| Acetonitrilo q D
wo! 0 |
14 um"
) 1 m’-j_‘
< wol I N | < im |
E y |
y S

Minutes Minutes

A partir de estos resultados se concluye que la reaccion entre el grupo tiol de la cisteina y
el grupo maleimido ocurre rdpidamente (menos de 2 minutos), y que los mejores
disolventes para la funcionalizacién del monolito poli(GMA-co-EDMA)-AMhx, son el agua

o el metanol.

El siguiente ensayo fue realizar la reaccion entre el acido 6-maleimidohexanoico y el
péptido CX-L1 VPH (1-12) (1:1 eq) en agua, a temperatura ambiente. La reaccidon fue
monitoreada por RP-HPLC (Figura 5-8). En el perfil cromatografico de la reaccion en el
tiempo cero (panel A) se encuentran senales correspondientes al péptido (tr = 3,24 min) y
el AMhx (tr = 4,30 min). Después de 24 horas de reaccion (panel B), el pico del péptido
desaparece completamente y aparecen dos nuevas sefiales (tr = 4,02 y 4,09 min). Este

resultado muestra que la reaccion es cuantitativa y que no hay un solo producto de
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condensacion entre el péptido y el AMhx, comportamiento observado también para la
cisteina. La reaccion en solucion entre el AMhx y el péptido L1 VPH (1-12)-XC, fue

estudiada y también se observd la presencia de dos senales.

Figura 5-8 Monitoreo por RP-HPLC de la reaccion entre el acido 6-maleimidohexanoico y el

péptido L1 VPH (1-12) en Agua. Tiempo cero (A), 24 horas de reaccion (B).
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Los resultados indican que la reaccion del acido 6-maleimidohexanoico con los péptidos:
(i) Es cuantitativa, (ii) requiere tiempos de reaccion largos (24 h) y (iii) se forman dos
productos, comportamiento similar al observado para la reaccion entre la Cisteina y el

AMbhx.

Para estudiar la funcionalizacion del poli(GMA-co-EDMA)-AMhx se seleccion6 el péptido
CX-L1 VPH (1-12) por la cantidad de molécula pura disponible (100 mg). La reaccién se
realizd en metanol y se monitoreo por RP-HPLC; después de 72 horas no se observd

disminucion del drea del pico correspondiente al péptido. Entonces, el material tratado se
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lavé exhaustivamente, se seco y se analizd por espectroscopia IR. En el espectro (Figura 5-
9) se evidencia la aparicion de una sefial ancha alrededor de 3500 cm™, que puede ser
atribuida a estiramientos (N-H) de amidas, y estiramiento (O-H) de la treonina y serina,
esta sefales son indicativas de la presencia del péptido CX-L1 VPH (1-12) unido al
monolito. Para corroborar este resultado, se utiliz6 la prueba de ELISA sobre el soporte

monolitico, ya que esta técnica tiene una alta sensibilidad y especificidad

Figura 5-9 Espectro IR del poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH(1-12).
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5.4 Interaccion antigeno-anticuerpo entre los anticuerpos
policlonales anti-L1 VPH (1-12) y el monolito
poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH (1-12)

La interaccion entre el poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH (1-12) y los anticuerpos
policlonales anti-L1 VPH (1-12) fue determinada por ensayos de ELISA, con algunas
modificaciones. Para este estudio se realizaron tres controles Figura 5-10: (A) monolito
poli(GMA-co-EDMA), blanco empleado para evaluar si hay interaccion inespecifica de los
anticuerpos policlonales con el material monolitico sin funcionalizar; (B) Tubo de
microcentrifuga vacio, con el fin de determinar si existen interacciones inespecificas de los

anticuerpos con el material del tubo (polipropileno) y (C) monolito poli(GMA-co-EDMA)-
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AMhx-CX-L1-VPH (1-12) tratado con suero preinmune, para determinar interacciones
inespecificas.
Figura 5-10 Estudio de la interaccién antigeno-anticuerpo sobre materiales monoliticos. (A)

poli(GMA-co-EDMA); (B) Ensayo en ausencia de monolito; y (C-D) Poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-
CX-L1-VPH (1-12). A, B y D incubados con suero Post IV y C con suero preinmune.
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Como se puede apreciar en la Figura 5-10, en el caso de los controles (A, B y C) se

obtuvieron valores de absorbancia menores a 0,10. Para el poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-
CX-L1-VPH(1-12) incubado con el suero Post IV (D) se observa coloraciéon azul con
absorbancia de 0,4. Este resultado indica que los anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-
12) reconocen el péptido CX-L1 VPH (1-12) inmovilizado en la superficie del soporte

monolitico.

Para determinar de manera preliminar la cantidad de péptido inmovilizado en la

superficie monolitica, se construyd mediante ensayo de ELISA, una curva de titulacion
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(Figura 5-11, absorbancia vs dilucion del péptido). Se partié de una concentracion de 1,0
ug/mL de péptido y se realizaron diluciones en base 2. Mediante extrapolacion se
determino que el monolito contenia 52 ug de péptido por gramo.

Figura 5-11 Curva de calibracién para el péptido CX-L1 VPH (1-12) mediante ensayo de ELISA. Eje
x: Diluciones partiendo de una concentraciéon de péptido de 1 pg/mL.
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6. Conclusiones

Mediante la sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS), empleando la estrategia Fmoc/tBu,
se lograron obtener péptidos cuyas secuencias son derivadas de la proteina L1 del VPH.
Se evalu6 el reconocimiento de anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12) hacia
péptidos derivados de la secuencia SPINNTKPHEAR, y se determind que el mayor

reconocimiento antigénico se da hacia los péptidos que contienen la secuencia completa.

Los resultados obtenidos en el proceso de sintesis y reconocimiento antigénico,
permitieron determinar que las secuencias CX-L1 VPH (1-12): C-Ahx-SPINNTKPHEAR y
L1 VPH (1-12)-XC: SPINNTKPHEAR-Ahx-C son las mejores para anclarla-quimicamente a

un soporte monolitico.

Se determind que la reaccidon de quimica click, en solucidn, entre el 4cido 6-
maleimidohexanoico y la cisteina o los péptidos que la contienen: (i) Es cuantitativa, (ii) se
favorece en solventes como el metanol y el agua y (iii) conduce a la formacion de varios

productos.

Se obtuvieron y caracterizaron los soportes monoliticos poli(GMA-co-EDMA), poli(GMA-

c0-EDMA)-AMhx, y poli( GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH(1-12).

El péptido unido quimicamente al poli(GMA-co-EDMA)-AMhx-CX-L1-VPH(1-12) fue
reconocido por los anticuerpos policlonales anti-L1 VPH (1-12) y puede ser empleado

para capturarlos.
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ANEXO A. Sintesis y caracterizacion de
los péptidos disefiados

A continuacion se muestran los resultados de la sintesis y caracterizacion de los péptidos
obtenidos en esta investigacion. La informacion esta distribuida de la siguiente manera:
Panel A. Cddigo, estructura y secuencia del péptido. Panel B. Comportamiento de
sintesis, nimero de ciclos de acoples necesarios en la insercion de cada uno de los
aminoacidos presentes en la secuencia. Panel C. Perfil cromatografico del producto
obtenido después de su purificacion. Panel D. Espectro de masas del péptido puro. En la
Tabla 5-1, se expone un resumen de la sintesis y caracterizacion de las secuencias

disefiadas.
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ANEXO B. Determinacion del titulo
mediante ensayo de ELISA

En la Tabla 5-2 se exponen las secuencias peptidicas estudiadas y el titulo para cada una
de ellas. En las graficas que aparecen a continuacion se presenta el cddigo y la secuencia
en la parte superior. Las barras de color negro corresponden a la absorbancia para el

suero Post IV y las de color rojo corresponden a la absorbancia obtenida para el suero
preinmune.
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ANEXO C. Estudio de la reaccion entre
el acido 6-maleimidohexanoico y la L-
Cisteina

En el estudio por RP-HPLC de la reaccion de adicion de Michael (tiol-maleimido) entre el
acido 6-maleimidohexanoico y la L-Cisteina en agua y metanol, se encontrdé que existe
mas de un producto (Figura 5-7). Teniendo en cuenta este resultado, se propuso
inicialmente que los picos encontrados corresponden a dos diasteroisomeros (Figura
Anexo C-1), que se forman dependiendo de la orientacion por la que se lleva a cabo el
ataque nucleofilico del tiolato al doble enlace a,p-insaturado presente en el anillo del
grupo maleimido.

Figura Anexo C-1. Adicion de Michael tiol-maleimido. Reaccién entre la L-Cys y el acido 6-
maleimidohexanoico (AMhx). Productos propuestos.
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Para verificar esta hipdtesis, la mezcla de reaccién fue purificada por RP-SPE, removiendo

el AMhx que estaba en exceso. La fraccion que contenia los dos productos formados se
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liofiliz6 y disolvid en agua deuterada para su andlisis por '"H y *C-RMN (Figura Anexo C-
2).

Figura Anexo C-2. Analisis por '"H-RMN (A) y ®*C-RMN (B) de la mezcla de productos obtenidos
en la reaccion de adicion entre la L-Cys y el dcido 6-maleimidohexanoico (AMhx)
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Como se puede observar, en el espectro 'H-RMN (Figura Anexo C-2A), aparecen
multipletes en la regién alifatica (1.20, 1.45, 2.25 ppm) como se esperaba. Sin embargo,

entre 2.5 y 4.2 ppm se encuentran una gran cantidad de senales dificiles de asignar. En el
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espectro de ®C-RMN, se observan en total veinte sefiales (Figura Anexo C-2B) pero se
esperaban trece, ya que no deberia ser posible diferenciar los diasteroisomeros
propuestos por esta técnica de analisis. Especificamente, en la regién de los carbonilos
(170-180 ppm) se observan seis sefiales; si la mezcla correspondiera tinicamente a los
diasteroisomeros propuestos deberian presentarse solo cuatro. Este comportamiento
puede atribuirse a que los carbonilos presentes en el grupo maleimido presentan
diferentes desplazamientos quimicos dependiendo del heterodtomo que se encuentre
unido al anillo (S o N), lo que explicaria las sefiales adicionales encontradas. Teniendo en
cuenta lo anterior, y el reporte de Chen Z. en el 20178, se propuso que los
diasteroisdmeros (A/B) formados por la adicién de Michael (AMhx-S-Cys) pueden sufrir
un re-arreglo, en el que el grupo amino de la cisteina ataca el carbono del anillo (que
forma el tioeter), pasando por un estado de transicion y finalmente dando origen al

tautomero (AMhx-NH-Cys), como se ilustra en la Figura Anexo C-3.

Figura Anexo C-3. Formacion del tautomero AMhx-NH-Cys a partir de AMhx-S-Cys.
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Para verificar la formacion del tautémero AMhx-NH-Cys, se realizé un ensayo por 'H-'H
COSY (Figura Anexo C-4). Como se puede apreciar en el espectro, en la zona donde se
esperaba la sefial correspondiente al hidrogeno del carbono « (de la Cys), aparecen dos
multipletes en 4.25 y 4.30 ppm lo que sugiere que existen dos Ha diferentes en la mezcla
de productos. Al observar la conectividad, se puede apreciar que el pico en 4,30 ppm
acopla tnicamente con un hidrdégeno, esto indica que esta sefial corresponde al proton

de la cisteina presente en el tautdémero AMhx-S-Cys, ya que este sélo tiene interaccién con
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los protones (3 de la cisteina (Figura Anexo C-4A). Para el caso de la senal en 4.25,
correspondiente al protdn a de la cisteina presente en el tautémero AMhx-NH-Cys, se
puede apreciar que existe conectividad con los protones del grupo N-H y los hidrogenos

f de la cisteina, en 3.2 y 3.5 ppm (Figura Anexo C-4B).

En conclusion, una mayor cantidad de sefiales a las esperadas, en los espectros de 'H-
RMN y BC-RMN, junto con los acoplamientos en la region donde se esperaba la sefial
para los Hidrégenos « en el espectro 'H-'H COSY, indican que es probable que los dos
picos cromatograficos que aparecen en la reaccion de adicion entre la L-Cisteina y el acido
6-maleimidohexanoico, corresponden a una mezcla de los tautémeros AMhx-S-Cys y
AMhx-NH-Cys; sin embargo, es necesario hacer estudios adicionales para verificar esta
hipotesis.

Figura Anexo C-4. Espectro 'H-'"H COSY de la mezcla de productos obtenidos en la reaccion de
adicion entre la L-Cys y el acido 6-maleimidohexanoico (AMhx).
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ANEXO D. Mecanismos de reaccion
involucrados en esta investigacion

- MECANISMOS DE REACCION INVOLUCRADOS EN LA SINTESIS DE
PEPTIDOS EN FASE SOLIDA EMPLEANDO LA ESTRATEGIA FMOC/TBU

La sintesis de péptidos en fase sdlida esta conformado por los siguientes pasos: (i) La
remocion del grupo Fmoc presente en la resina y en los residuos que se van incorporando
a la secuencia peptidica, (ii) La activacion del aminoacido por formacion de un éster y (iii)
El acople del aminodcido activado en la secuencia peptidica creciente. La desproteccion y
el acople son monitoreados mediante el (iv) test de Kaiser, que es una prueba
colorimétrica para determinar la presencia de grupos amina. Los mecanismos mas

aceptados para cada uno de estos pasos se exponen a continuacion.

i Remocion del grupo Fmoc
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ii. Activacion del aminoacido
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iii. Acople del aminoacido
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iv. Test de Kaiser
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- MECANISMO DE POLIMERIZACION VIA RADICALES LIBRES DEL
GLICIDILMETACRILATO
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