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RESUMEN

Los biosensores son considerados herramientas valiosas para la deteccion de
moléculas asociadas a patologias, cuya deteccion temprana puede ayudar a
mejorar el tratamiento y control de enfermedades. Es importante disefiar y
desarrollar nuevos métodos de diagnostico, no invasivos, que puedan ser
utilizados en grandes poblaciones, que sean de bajo costo y que tengan alta
sensibilidad. En un biosensor, el componente encargado del reconocimiento del
analito es el bioreceptor; siendo la interaccion antigeno-anticuerpo la mas
empleada en los métodos de inmunodiagnostico de enfermedades. Dentro de este
contexto, los péptidos derivados de proteinas propias de patdgenos de interés son
herramientas importantes en el disefio de bioreceptores, ya que pueden ser
reconocidos por anticuerpos generados en el paciente por la presencia del
patogeno. En esta tesis se realizé la funcionalizacion quimica y fisica de superficies
de oro, con peptidos sintéticos derivados de la proteina L1 del Virus del Papiloma
Humano (VPH), logrando caracterizar mediante el uso de técnicas electroquimicas
el reconocimiento de la secuencia peptidica SPINNTKPHEAR por anticuerpo
policlonales en la superficie de electrodos de funcionalizadas, como contribucion al

desarrollo de un biosensor para la deteccion oportuna de la infecciéon por VPH.

Palabras clave: Biosensores, bioreceptores, VPH, interaccion antigeno-anticuerpo,

péptidos sintéticos, ferroceno, funcionalizacién de electrodos.



ABSTRACT

Biosensors are considered valuable tools for the detection of molecules associated
with pathologies, whose early detection can help to improve the treatment and
control of diseases. It is important to design and develop new low cost and high
sensitivity diagnostic methods, non-invasive, that can be used in large populations.
In a biosensor, the bioreceptor is the component responsible for the analyte
recognition. The antigen-antibody interaction is the most used in the methods of
immunodiagnosis of diseases. Within this context, peptides derived from pathogen
proteins are important tools in the design of bioreceptors, since they can be
recognized by antibodies generated in the patient when the pathogen is present. In
this thesis, the chemical and physical functionalization of gold surfaces was
performed with synthetic peptides derived from the L1 protein of the Human
Papilloma Virus (HPV), achieving characterize using electrochemical techniques
the recognition of the peptide sequence SPINNTKPHEAR by polyclonal antibodies
on surface of the modified electrodes, as a contribution to the development of a

biosensor for the timely detection of HPV infection.

Keywords: Biosensors, bioreceptors, HPV, antigen-antibody interaction, synthetic

peptides, ferrocene, electrode functionalization.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas se pueden originar en una region y propagarse
rapidamente a otras partes del planeta debido a la constante movilidad del ser
humano, pudiendo conducir a una pandemia. Una clave para la prevencion y
control de la propagacion es el desarrollo de métodos de diagndsticos que
identifiquen rdpidamente el agente infeccioso y asi tratar la infeccion
adecuadamente, incluso de ser necesario aislar al paciente. Grandes avances se han
desarrollado en la implementacion de tecnologias de diagndstico, pese a esto, para
algunas enfermedades infecciosas el diagnostico aun esta basado en técnicas
desarrolladas décadas atras, siendo invasivas, estan limitados por la velocidad de
analisis, requieren personal altamente calificado y con limitaciones en el umbral de
deteccion. En paises en desarrollo la cobertura de los sistemas de salud para el
diagnostico y control de enfermedades esta limitada por diferentes factores como:
dificil acceso a regiones apartadas, factores culturales y religiosos, entre otros. Un
factor que se debe resaltar es la aceptacion del método de diagndstico, ya que los
métodos invasivos no son amigables con el paciente y hacen que este sea renuente
a ser diagnosticado. En este contexto, el desarrollo de métodos de diagnostico
amigables, faciles de realizar y que sean de bajo costo, facilitarian la cobertura y
mayor control de la propagacion.

Los inmunoensayos son métodos bioanaliticos donde la cuantificacién del analito
involucra la interaccion antigeno-anticuerpo. Los inmunoensayos han sido
ampliamente utilizados en dreas importantes del cuidado de la salud humana
como; el diagnostico de enfermedades, el control terapéutico de farmacos, el
desarrollo de estudios de farmacocinética clinica y de bioequivalencia, en el
descubrimiento de principios activos y en el desarrollo productos farmacéuticos.
La importancia de los inmunoensayos se atribuye a su especificidad y su alta
sensibilidad, que permite el andlisis de una amplia gama de analitos en muestras

bioldgicas.
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Los biosensores, son dispositivos analiticos compuestos por un elemento de
reconocimiento biologico (enzima, anticuerpo, receptor o microorganismos)
acoplado a un transductor quimico o fisico (electroquimica, masa, Optico y
térmico). La deteccion especifica y sensible de la molécula blanco, hace de los
biosensores un tdpico cientifico y tecnoldgico de alta relevancia por su potencial
aplicacion en diferentes dreas como diagndstico médico, analisis ambiental,

seguridad alimentaria, etc. (1-3).

Las técnicas electroquimicas (como la voltametria ciclica, la cronoamperometria,
voltamperometria diferencial de pulso e impedancia) en el diagnostico clinico o
quimica clinica presentan ventajas frente a otras técnicas analiticas como la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) o pruebas de ELISA, debido a su
alta sensibilidad, requerimiento de poca muestra, bajo costo, simplicidad y rapidez
de andlisis. La sensibilidad y selectividad de las técnicas electroquimicas aumentan
con la modificacién de las superficies electrodicas, por ejemplo, con moléculas
especificas a un sustrato y/o analito, generando electrodos altamente bio-
especificos permitiendo obtener respuestas del orden de partes por billén e incluso

menores (2-7).
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1.MARCO CONCEPTUAL

1.1. Virus del Papiloma Humano (VPH)

El virus del papiloma (VPH) pertenece a la familia papovaviridae, es un patégeno
intracelular obligatorio que libera su genoma y proteinas accesorias en la célula
hospedera haciendo uso de la maquinaria celular para la replicacion viral. E1 VPH
es un virus sin envoltura, con un didmetro de aproximadamente de 55um (8). El
genoma del virus del VPH estd formado por una doble cadena de ADN circular
que contiene aproximadamente 7900 pares de bases. El genoma del virus consiste
basicamente de tres regiones: una region no codificante y dos regiones que
codifican los genes tempranos y tardios. Los genes L1 y L2 codifican las proteinas
mayor y menor de la capside respectivamente. La capside contiene 72 pentameros
de L1y alrededor de 12 moléculas de L2 (9-10). La proteina L1 (proteina mayor de
la capside) es la principal responsable de la unidn a la superficie celular, los 72
pentameros de la cdpside se asocian con T = 7 en simetria icosahédrica (11). La
proteina L1 es altamente conservada y esta involucrada en la proteccion del
genoma, interaccion con la proteina L2, estabilizaciéon de la cdpside, escape

endosomal de los viriones y en el transporte nuclear del genoma del VPH (8).

La presencia de verrugas en la piel y en los genitales es bien conocida desde las
antiguas civilizaciones (Griegos y Romanos). Particularmente, las verrugas
genitales fueron consideradas como resultado de promiscuidad sexual, por lo que
se catalogaron como potencialmente infecciosas. A finales del siglo IX se hizo el
primer reporte en el aumento del contagio con verrugas comunes. En los afios
siguientes se demostr6 la naturaleza infecciosa de las verrugas humanas como
resultados de investigaciones en la trasmision sobre células sanas, estableciendo la

naturaleza viral del agente responsable. En la década de 1920 a 1930 se confirmo la
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naturaleza infecciosa de las verrugas papilomatosas presentes en garganta y zona
genital. Pese a los avances en la identificacion del potencial carcinogénico del
papiloma virus demostrado en conejos, se observé un bajo interés en el estudio del
virus asociado a verrugas humanas en este periodo de tiempo (12). La primera
visualizacion por electromicroscopia de las particulas del VPH en verrugas
humanas fue reportada en 1949. El interés en las investigaciones aumentd para
finales de los cincuenta, encontrandose la relacion de tumores en la vejiga urinaria
del ganado con la presencia del virus del papiloma bovino en fibropapilomas
presentes en la piel (13). Para 1965 aparecieron los primeros reportes de la
estructura de doble cadena del ADN circular de los virus del papiloma que afectan
a los humanos. En la década de los setenta la diferenciacion de los tipos del VPH se
evidencio por las disparidades antigénicas entre las particulas del virus presente
en verrugas cutaneas y genitales. Lo anterior se origino a partir de estudios de
aglutinacion de particulas analizados por microscopia electrénica. Los primeros
estudios que buscaban establecer una relaciéon entre la infeccion por VPH y el
desarrollo de cdncer cervical se iniciaron en 1972. Estos se fundamentaron en
reportes de literatura médica, los cuales mencionaban la conversion de verrugas
genitales en carcinoma de células escamosas, por lo que se generd la hipotesis, que
el cancer cervical puede surgir de infecciones con el virus que se encuentra en los

condilomas acuminados (12).

Finalmente, en la década de los ochenta el panorama cambié abruptamente, el
aislamiento de los tipos 6 y 11 de verrugas genitales y los tipos VPH 16 y 18 de
biopsias del cuello uterino, resultaron en una rdpida expansion de trabajos
experimentales y estudios epidemiolédgicos, que diez afios después terminaria con
la aceptacion de la relacion directa de la infeccion por VPH de ciertos tipos con el

desarrollo de lesiones y cancer cervical (13).
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Hasta la fecha, se han descrito mas de 100 tipos de VPH y solo quince han sido
asociados con tipos de alto riesgo, siendo los mds comunes los tipos 16, 18, 31, 33,
39, 45 ,52 y 58 que representan el 95% de las clases de VPH que inducen cancer
cervical (14). El tipo VPH 16 ha sido detectado en el 50% de los casos de cancer
cervical, mientras que el otro 50% de los casos estan asociados con los otros tipos
de alto riesgo, aproximadamente 500.000 nuevos casos son diagnosticados
anualmente (15-16). La mayoria de las infecciones por VPH de alto riesgo
presentan consecuencias clinicas benignas y son resueltas espontdneamente por el
sistema inmune, sin embargo, el 3,5% de estas infecciones conllevan a cdncer

cervical (17).

1.2. Métodos de Diagnostico del VPH

La deteccion temprana del VPH es de gran importancia en la prevencion del cancer
cervical. La prueba de Papanicolaou (Pap) es efectiva en la deteccion microscopica
de anormalidades en las células del epitelio cervical (18,10). Dada la moderada
sensibilidad de la prueba de Papanicolaou (con rangos entre 51-90%), se presentan
falsos positivos creando la necesidad de realizar nuevos examenes que permitan
confirmar el resultado. Cabe resaltar que la aplicacion de este método de
diagnostico ha permitido la reduccién del nimero de muertes en paises
desarrollados, pero ha sido insuficiente en paises en desarrollo (19). En Colombia
la aplicacién de este método se ve limitada por ser un método invasivo, causa
incomodidad para las pacientes, la cobertura es limitada y la prueba no se realiza

periddicamente.
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Los métodos basados en técnicas de biologia molecular utilizados actualmente en
la deteccion del ADN del VPH, en muestras obtenidas por frotis y biopsias
vaginales, presentan mayor sensibilidad que la prueba de Papanicolaou. Estas
técnicas estan basadas en la hibridacion de sondas marcadas a moléculas de ADN
del virus, permitiendo la localizacion e incluso la geno-tipificacion del virus (10).
Para estos métodos la sensibilidad es limitada, necesitan procesos laboriosos y de
elevado costo, haciéndolos no viables como herramienta de “screening” a gran
escala. La deteccion sanguinea del ADN del VPH parece ser mas un marcador de
prondstico que un marcador de diagndstico, debido a que la presencia del virema
del VPH ha sido detectada solo en estados avanzados de las transformaciones
neoplasicas, con un intervalo de deteccion de los casos del 12 al 65%, dependiendo

el método utilizado (15,20).

El desarrollo de biosensores como método de diagndstico de la infeccion causada
por el VPH es un érea de investigacion que se encuentra en una etapa inicial,
algunas de las investigaciones recientemente reportadas se presentan a
continuacién; (i) estudios sobre deteccion electroquimica del ADN del VPH
mediante hibridacién de un gen derivado de la proteina L1, utilizando azul de
metileno sobre un electrodo de grafito (21); (ii) disefio de un geno-sensor para la
deteccion individual y simultdnea de secuencias de ADN de alto riesgo
(HPV16E7p y HPVA45E6) sobre electrodos de oro modificado (22); (iii) Piro y
colaboradores realizaron la sintesis electroquimica de wun polimero de
naftoquinona sobre la superficie de un electrodo de carbdn vitreo, obteniendo un
polimero transductor que a su vez permitio el anclaje del péptido

NLASSNYFPTPSGSM derivado de la capside del VPH-16, en este trabajo se
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demostré la presencia del complejo antigeno-anticuerpo sobre el electrodo
modificado usando sueros de pacientes infectados con VPH-16 (23). Pese a los
alcances logrados en estos trabajos, hasta el momento no se ha desarrollado un
sistema que permita ser considerado como una solucién a la problematica del
diagnostico temprano de la infeccion causada por VPH, asociada al desarrollo de

lesiones y cancer de cérvix.

Es importante resaltar que la proteina L1 del VPH es considerada de gran interés
para el desarrollo de métodos de diagnodsticos de la infeccion causada por el VPH,
debido a que es la mas abundante del virus (10) y es altamente conservada entre
los diferentes serotipos de VPH, con homologias en la secuencia de aminoacidos
cercanas al 80% (8, 22, 24, 25). Las secuencias peptidicas seleccionadas como
modelo experimental, para el desarrollo del presente trabajo, pertenecen a la
proteina L1 del VPH y corresponden a secuencias reportadas como altamente
antigénicas y/o inmunogénicas, lo que las hace promisorias como herramientas en

el desarrollo de un bio receptor, basado en la interacciéon antigeno-anticuerpo.

1.3. Sensores electroquimicos biologicos o Bio-sensores

Estos sensores tienen la capacidad de traducir una sefal proveniente de un evento
bioldgico en una propiedad medible y cuantificable, como cambios de corriente,
potencial e impedancia. El gran auge de esta clase de sensores se dio con el
desarrollo del sensor para la determinacion de glucosa en 1962 por Clark y Lyon,
en donde técnicas electroanaliticas fueron utilizadas para la determinacion
cuantitativa y especifica de glucosa, usando un elemento de reconocimiento

bioldgico (glucosa oxidasa) sobre la superficie de un electrodo. Este biosensor
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permitia relacionar directamente la concentracion de glucosa con la disminuciéon
de la concentracion de oxigeno medido a través del biosensor (26). Estos resultados
fueron tan importantes que impulsaron el desarrollo de muchos otros biosensores
con diversas aplicaciones, como la detecciéon amperométrica de pequefios analitos
como urea, lactato y peroxido de hidrogeno. Los resultados iniciales de Clark y
Lyon y los avances posteriores, muestran la importancia de dos elementos en la
construccion del biosensor, el primero el elemento transductor (tratamiento de la
sefial medida), junto con el elemento de reconocimiento, esto ha llevado a que
actualmente existan biosensores en donde se combinan transductores
electroquimicos con un componente biologico (enzimas, &acidos nucleicos,
receptores celulares, anticuerpos, antigenos y células intactas) para la resolucion de
diversos problemas en el andlisis quimico, de alimentos, medio ambiente, andlisis

clinico, bioseguridad, entre otras areas (27).

1.4. Sensores Potenciométricos, Amperométricos y
Voltamperométricos

Las respuestas electroquimicas pueden ser medidas de diferentes maneras, la
primera como el cambio de potencial con el tiempo a una densidad de corriente
dada (sensores potenciométricos), la segunda como cambios de corriente a una
diferencia de potencial establecida (sensores amperométricos), y por ultimo la
evaluacion del cambio de corriente cuando hacemos barridos de potencial
(sensores voltamperométricos). El interés por usar cada tipo de sensor varia segiin
el requerimiento. Especificamente, con los sensores potenciométricos y
voltamperométricos, se adquiere conocimiento acerca del mecanismo de
transferencia de carga y método de censado, siendo informacion que permite
establecer las mejores condiciones de trabajo, mientras que con los sensores

amperométricos se tiene mayor sensibilidad en las medidas. Sensores
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amperométricos han sido aplicados con éxito para detectar el ADN de virus como;
Epstein-Barr, citomegalovirus, virus del herpes simple y virus de la hepatitis B
(28). Los biosensores amperométricos pueden utilizar electrodos serigrafiados
(screen-prainted) de carbon como elemento sensor, por su estabilidad, bajo costo,
son facilmente descartables y requieren volimenes pequenios (100 - 300 uL) de
muestra. Sin embargo, un problema que puede presentar esta clase de sensores es
la inmovilizacidon del bio-receptor, sin la desnaturalizacion del mismo y con una
orientacion definida. Asi mismo, tintas a base de grafito pueden imprimirse sobre
una superficie de poliestireno para ser utilizada como material de electrodo,
permitiendo la adsorcién o ensamblaje pasivo de anticuerpos. Otros sensores
amperométricos utilizan superficies de oro para la inmovilizacion del elemento de
reconocimiento ya que permiten la formacién de monocapas auto-ensambladas
(SAMs) de moléculas tioladas, una vez estas capas son formadas, el electrodo

puede ser usados con una lectura amperométrica (27).

1.5. Sensores electroquimicos basados en impedancia

Biosensores e inmunosensores de impedancia electroquimica, tipicamente se
construyen por formacion de una monocapa auto-ensamblada o una capa de
polimero conductor sobre el electrodo. Después de la hibridacién o interaccion
entre el bioreceptor y el antigeno viral, hay una respuesta medible de la
conductividad a través de la superficie del inmunosensor, que se traduce en un
cambio en la resistencia y/o la capacitancia de la doble capa. La deteccion del
cambio en la capacitancia es mas facil de medir, ya que no requiere electrodo de
referencia, por lo tanto, es mas duradera. Sin embargo, esta técnica puede ser
menos sensible y la unidon no especifica puede conducir a falsos positivos en la
deteccion. Esto puede ser evitado por el 'bloqueo' a los sitios de union no

especificos de la superficie con una proteina, tal como la albiimina sérica bovina
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(BSA). Un anticuerpo secundario conjugado o nano particulas de oro también se
puede utilizar para amplificar la respuesta del evento de union. La espectroscopia
de impedancia electroquimica se ha aplicado para detectar una serie de virus,
incluyendo el virus de la gripe, virus del herpes, virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C, virus del dengue, virus de la rabia y el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). Es de resaltar, el uso de espectroscopia de impedancia
electroquimica farddica para detectar los mecanismos y la cinética de union de

antigenos inmovilizados de VIH por anticuerpos contra el VIH (27).

1.6. Formacion de monocapas

Compuestos que contengan grupos disulfuros y tioles se coordinan fuertemente
con una variedad de metales, como oro, plata, platino o cobre. La estructura de una
monocapa auto-ensamblada depende de la morfologia del metal. E1 Au (III) es
ampliamente usado para la formacion de monocapas. Peliculas de oro adoptan esta
forma cristalografica, predominantemente cuando se depositan sobre vidrio
pulido, silicio o mica recién escindida, ademas este metal es el preferido ya que es
un elemento bastante inerte. Los tioles o disulfuros se adsorben directamente
empleando soluciones de estos compuestos en disolventes apropiados de alta
pureza (comunmente etanol para moléculas no polares o agua para alcanotioles
polares sustituidos) (29). Estudios voltamperométricos indican que los grupos tiol
son desprotonados en la adsorcion. La reaccion de formacion del enlace oro-tiolato
es: RSH + Au < RS — Au+ e~ + H*. La electrodeposiciéon de una monocapa puede
lograrse rapidamente, adicional a esto la monocapa puede ser reversiblemente
adsorbida y desorbida por medios electroquimicos, mediante la siguiente
reaccion: Au — RS + e~ & Au+ RS~ (30). Los alcanotioles en solucion diluida,
forman una monocapa densa en menos de una hora. El tiempo de adsorcion parece

ser independiente de la longitud de la cadena y se ha observado que

22



concentraciones altas conducen a tiempos mads cortos de adsorcion. La relacion
molar de una mezcla de tioles en solucion resulta en la misma relacién de la
mezcla en la monocapa auto-ensamblada. Los dos componentes de la fase no se
organizan en islas, esta caracteristica puede ser utilizada para inmovilizar
biomoléculas en una manera uniforme sobre la superficie de tal manera que se
evite el impedimento estérico entre estas macromoléculas. Aunque las monocapas
densas se ensamblan rapidamente, el ordenamiento puede tardar dias para
formarse. Para los alcanotioles (n > 5), la adsorcion se detiene en el nivel de
monocapa, no se forma una multicapa estable. Sin embargo, la formaciéon de
multicapas de un alcanotiol se observa después de 6 dias de inmersion, la cinética

de ensamblaje de una monocapa es de caracteristica bifasica (29).

23



2. JUSTIFICACION

El cancer cervical es la segunda causa de muerte de mujeres en edad reproductiva
en el mundo, registrando 311.000 muertes en el afio 2018. Las infecciones causadas
por el VPH tipos 16 y 18 (VPH-16 y VPH-18) son las responsables del 70% de los
casos de cancer de cuello uterino y de las lesiones precancerosas del cuello del
utero. (31). Evidencia cientifica proveniente de estudios virologicos, de biologia
molecular, estudios clinicos e epidemioldgicos han identificado al VPH como el
primer agente etiologico en cancer cervical, por lo que la infeccion causada por
VPH es considerada como el primer paso para el desarrollo de cancer cervical (8,
14). El método general para el diagnodstico de la infeccion es la citologia, que ha
permitido el decrecimiento de la mortalidad en paises desarrollados, mientras que
en paises en desarrollo los estudios de prevalencia no son representativos ya que
esta metodologia no se aplica en forma periddica y solo cubre una pequena parte
de la poblacion, por lo que la muerte por cdncer cervical asociado a VPH es alta
(15). Aunque ya existe una vacuna para prevenir la infeccion de VPH, en nuestra
region hay una gran poblacion especialmente jovenes que tiene la infeccion y que
puede en un futuro desarrollar cancer cervical.

Es necesario desarrollar métodos de diagndstico que posean Optima sensibilidad y
especificidad para lograr una deteccion efectiva de la infeccién permitiendo
discriminar de manera temprana pacientes de alto y bajo riesgo de padecer cancer
cervical, de tal forma que se pueda tratar de manera oportuna la infecciéon (32-33).
Los métodos de inmunodiagnostico representan hoy en dia una herramienta

valiosa para prevencién y tratamiento de enfermedades de alto impacto. El
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desarrollo de métodos electroquimicos para detectar y cuantificar moléculas
biomarcadoras de enfermedades (o condiciones anormales de un sistema
biologico) es un drea de gran interés debido a su alta especificidad y limites de
deteccidon, mas sensibles en comparacion a otras técnicas. Estudios recientes han
mostrado la aplicabilidad de los electrodos funcionalizados con moléculas, como

biosensores para la deteccion y cuantificacion de analitos de interés (34).

Para este trabajo de investigacion se selecciond como modelo experimental la
infeccion causada por VPH, proponiéndose secuencias derivadas de la proteina L1
del VPH en la evaluacién de la interaccién antigeno anticuerpo utilizando medidas
electroquimicas. Esta investigacion contribuye al desarrollo de bio-sensores
electroquimicos basados en péptidos sintéticos que pueden ser utilizados para la
deteccién de moléculas de interés biologico, lo que proporciona una herramienta

con innumerables aplicaciones.
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3.HIPOTESIS

Antigenos sintéticos ensamblados sobre superficies de oro permiten que el
reconocimiento especifico antigeno-anticuerpo sea monitoreado
electroquimicamente, brindando una herramienta de gran potencial en el disefio

de biosensores.
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4.OBJETIVOS

4.1. General

Disenar, sintetizar y caracterizar péptidos derivados de la proteina L1 del Virus del
Papiloma Humano (VPH) y evaluar su utilidad en la funcionalizacién de
superficies de oro, como primera aproximacion en el desarrollo de un biosensor
como método de diagndstico para la deteccion temprana de la infeccion causada

por el VPH.

4.2. Especificos

- Determinar los puntos criticos de la sintesis en fase sélida, por la estrategia
Fmoc/tBu, de las secuencias peptidicas derivadas de la proteina L1 del VPH

seleccionadas.

- Sintetizar y purificar péptidos analogos de las secuencias seleccionadas que
puedan ser ensamblados sobre superficies de oro. Estos andlogos contendran

un grupo-tiol (cisteina) en el extremo N o C terminal.

- Sintetizar polimeros de las secuencias peptidicas que hayan presentado los
mejores resultados. Estos polimeros serdan empleados para la induccion de

anticuerpos (antipéptido) en ratones BALB/c.

- Construir monocapas auto-ensambladas sobre superficies de oro utilizando los

péptidos que contienen el grupo tiol.

- Caracterizar las superficies funcionalizadas y evaluar el comportamiento
electroquimico generado por la funcionalizacién y la posterior interacciéon

antigeno-anticuerpo.
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5.METODOLOGIA

Para el desarrollo de esta investigacion se seleccionaron seis secuencias derivadas a
la proteina L1 del VPH: IHSMNSTIL, MKIPNNKLFLPV, SPINNTKPHEAR,
NVPDDLYIKGSGSTA, AGTVGETVPDDLYIKGSGST, y YIK. Esta proteina es
considerada de gran interés para el desarrollo de métodos diagndsticos de la
infeccion causada por el VPH, debido a que es la mas abundante del virus y es
altamente conservada entre los diferentes serotipos de VPH (25, 8). Para alcanzar
los objetivos planteados en esta investigacion se utilizo un disefio experimental
que contempld: (i) la obtencidn de péptidos derivados de las secuencias
seleccionadas, los cuales se emplearian para dos propositos, (a) inducir anticuerpos
policlonales y (b) modificar las superficies de electrodos de oro. (ii) Induccion de
anticuerpos policlonales (anti-péptido) en dos modelos animales, ratones BALB/cy
conejos Nueva Zelanda, estos anticuerpos fueron evaluados por métodos
inmunoquimicos (ELISA y/o Dot Blot). (iii) Modificacion fisica o quimica, de los
electrodos de oro, con péptidos derivados de la proteina L1-VPH, estas superficies
fueron caracterizadas por métodos electroquimicos. Finalmente, se evaluo la
interaccion antigeno-anticuerpo utilizando los electrodos modificados y los sueros
de los ratones o conejos inmunizados. A continuacidon, se describen las
metodologias empleadas en cada una de las etapas del desarrollo de esta

investigacion.
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5.1. Reactivos y materiales

Los reactivos, resina Rink amida, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(ivDde)-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-
Met-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-6-aminohexanoico, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Cys(Trt)-
OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Acido ferrocencarboxilico, TBTU,
diciclohexilcarbodiimida, 1-Hidroxi-6-clorobenzotriazol fueron adquiridos de
AAPPTec (Louisville, KY, USA). Los reactivos acetonitrilo, acido trifluoroacético,
diclorometano, diisopropiletilamina, N,N-dimetilformamida, etanoditiol,
isopropanol, metanol, anhidrido acético, piridina, y triisopropilsilano fueron
adquiridos de Merck (Darmstadt, Germany). KOH, KCl, Ru(NHs)sCls, KsFe(CN)e, y
H2SOs fueron adquiridos de J.T. Baker. El ferroceno, KCN, ninhidrina, adyuvante
completo e incompleto de Freund y las columnas SPE Supelclean™ LC-18 fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los electrodos de oro fueron
adquiridos a BASi (Lafayette, USA). Las soluciones acuosas fueron preparadas con
agua desionizada (0 = 18 MQ.cm™), todos los reactivos fueron empleados

directamente sin purificaciones posteriores.

5.2. Obtencion de péptidos derivados de L1-VPH

Los péptidos derivados de la proteina L1-VPH fueron sintetizados mediante SPPS,
empleando la estrategia Fmoc/tBu (35), esta sintesis se desarrollé segun el
protocolo establecido en el grupo SAMP, para la obtencion manual de péptidos, los

mecanismos de las reacciones involucradas en esta sintesis estan reportados en el
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Anexo F(36,37). La SPPS-Fmoc/tBu involucra reacciones de desproteccion, acople y
monitoreo que se repiten hasta obtener la secuencia deseada. Los Fmoc-
aminodcidos son unidos al soporte solido y se van incorporando secuencialmente

del extremo C-terminal al N-terminal (Figura 5-1).

V@

o Pasol Paso 2 m\’% 1
Qs =2t Qo T2 @l e @l
H 3 R

Paso 1: Desproteccion l l
Paso 2: Acople ? ? 8 °
Paso 3: Clivaje ﬂlhg ;q““ (;c, (t;

\H

lPaso 3

VPH 3: SPINNTKPHEAR

| ) S &

Test de Ninhidrina

Figura 5-1. Diagrama de la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS-Fmoc/tBu). Test de
Kaiser (ninhidrina): Color caracteristico para amina secundaria (A), amina primaria (B) y

ausencia de grupos amino-Prueba negativa (C).

La resina empleada fue la Rink amida (100 mg, 0,46 meq/g) la cual permite obtener
péptidos con terminacion amida (C-terminal), esta resina fue sometida a un
proceso de hinchamiento con Diclorometano (DCM), previo al proceso de sintesis.
En la Figura 5-1 se muestra el diagrama del proceso de sintesis; el Paso 1

corresponde a la reaccion de remocion del grupo Fmoc (desproteccion), el Paso 2 es
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la reaccion de formacidn del enlace peptidico (acople) entre los aminoacidos de la
secuencia y el Paso 3 involucra las reacciones de desproteccion de las cadenas
laterales y la separacion del péptido de la resina (Clivaje). En la desproteccion y el
acople se emplea como reaccion de monitoreo el test de Kaiser (38), que permite
determinar la presencia de grupos amino libres. El péptido crudo fue analizado
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), y
purificado por extraccion en fase solida (RP-SPE) con elucion por gradiente. El
producto purificado se caracterizé por RP-HPLC y por espectrometria de masas

MALDI-TOF.

5.2.1. Desproteccion de los grupos alfa amino

Los aminoacidos empleados en la SPPS/Fmoc-tBu presentan una proteccion
ortogonal. El grupo funcional alfa-amino (a-NH:) esta protegido con el grupo
Fmoc y las cadenas laterales de los aminodcidos presentan grupos protectores que
son labiles al tratamiento con 4cido trifluoroacético (grupos tritilo o terbutilo, entre
otros. La remocién del grupo Fmoc se realizo por tratamiento con una base débil
mediante una reaccion de (3-eliminacion. Se utilizo como solucion de desproteccion
piperidina 25%, tritébn 1%, en DMF (%v/v). Finalmente, la resina se lavd con
DMF (4 x 1 minuto), IPA (4 x 1 minuto) y DCM (4 x 1 minuto) y la desproteccion se
monitored mediante la prueba de Kaiser. La remocion del grupo ivDde fue llevada
a cabo por tratamiento de la resina-péptido con una solucion de hidracina al 2% en

DMTF por 3 minutos por tres veces.

5.2.2. Activacion y acople de los Fmoc-aminoacidos

Para activar los Fmoc aminoacidos se empled uno de los tres protocolos, que se

describen a continuacion, segun la dificultad sintética presentada se selecciono el
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método a usar. Formacién de éster modificado: Se disuelve el aminoacido (AA),
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 6-cloro-1-hidroxibenzotriazol (6-CI-HOBt) (1:1:1; 5
excesos respecto a los mEq de resina) en N,N-dimetilformaamida (DMF), y se agita
por 15 minutos a TA. Formacion de éster simple: se disuelve AA, DCC, (1:1; 5
excesos) en DMF, 15 minutos a TA. Uso de Sales de uronio: se disuelve en DMF una
mezcla que contiene 5 excesos, respecto a la resina, de AA y O-(Benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TBTU) (1:1), luego se adicionan 3
excesos molares de diisopropiletilamina (DIPEA) respecto al TBTU, la mezcla se
agita por 5 minutos a TA. El aminodcido activado se adicioné a la resina lavada y
desprotegida, una vez transcurrido el tiempo de acople (~1 h), la solucion se retird
mediante filtracion y se realizaron lavados con DMF (2 x 1 minuto), IPA (2 x 1

minuto) y DCM (2 x 1 minuto).

5.2.3. Monitoreo del acople y desproteccion (test de Kaiser)

Para realizar la prueba de Kaiser (38) se prepararon tres soluciones: (i) 40 g de
fenol disuelto en 10 mL de etanol absoluto; (ii) 65 mg de cianuro de potasio (KCN),
1,0 mL de agua y 49,0 mL de piridina, las soluciones (i) y (ii) son mezcladas y
almacenadas (solucion A). La solucién B, (iii) contiene 1.25 g de ninhidrina en 25
mL de etanol absoluto (se debe almacenar en la oscuridad). Para realizar la prueba
se tomo una fraccion de la resina-péptido seca (~1 mg), y se le adicionaron 100 uL
de la solucion A y 50 pL de solucion B (2:1; v/v). Una vez la mezcla es
homogenizada se somete a calentamiento a 105 °C durante 6-7 minutos, y se
observa el color generado por la reaccion. Una coloracion azul oscuro para la
solucion indica prueba positiva para la presencia de grupos aminos libres y

coloracion amarilla, prueba negativa. Para grupos amino-secundarios (Prolina), la
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prueba se considera positiva cuando la resina se torna roja por la formacion de una

sal de iminio mientras que la solucion permanece amarilla (Figura 5-1, A-C).

5.2.4. Desproteccion de las cadenas laterales y separacion del péptido de la
resina

La resina-péptido desprotegida y seca, es pesada y se le adiciona una solucién de
desproteccion y separacion (Clivaje) en relacion 1g resina/25 mL de solucion. La
mezcla de clivaje contiene 4cido trifluoroacético (TFA)/agua/etanoditiol
(EDT)/trisisopropilsilano (TIPS) (92.5/2.5/2.5/2.5% v/v). La reaccion se mantiene en
agitacion constante durante 4-6 horas a TA, posteriormente la solucion es filtrada y
el péptido precipitado por tratamiento con éter etilico a -20 °C. La solucion se
centrifuga a 2500 rpm por 10 min y el sobrenadante se desecha, luego se realizan 5

lavados al precipitado obtenido, con éter etilico frio.

5.2.5. Obtencion de péptidos poliméricos, diméricos y tetraméricos

Los péptidos poliméricos fueron obtenidos a partir de un péptido precursor al que
se le introdujo un residuo de cisteina tanto en el extremo N como en el C terminal,
(VPH 1.1, VPH 2.1 y VPH 3.1). Los péptidos fueron purificados y luego disueltos
en agua desionizada (4 mg/mL) posteriormente el pH fue ajustado a 8,0 con
bicarbonato de amonio, la soluciéon se mantuvo en agitacion constante a
temperatura ambiente, hasta que desapareci6 la especie de partida. Las reacciones
fueron monitoreadas por RP-HPLC y test de Ellman (25 pL de la solucién de
péptido, 100 uL de PBS pH = 7,4 y 25 uL de reactivo de Ellman fueron mezclados
en intervalos de 1h (39). El desarrollo de una coloracion amarilla indica la
presencia de grupos tiol libres), finalmente el producto oxidado fue desalinizado y

liofilizado.
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El dimero (VPH 62) fue obtenido por SPPS, siguiendo la metodologia de MAP
(multiple antigen peptide) (40). Brevemente, se construyd una secuencia nucleo
(core) que contenia un residuo de cisteina, uno de aminohexanoico y una
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, la cual al ser desprotegida permite posteriormente la sintesis
simultdnea de dos cadenas de la secuencia deseada (Figura 5-2). El dimero fue
clivado, caracterizado por RP-HPLC y MALDI-TOF y purificado. A partir de este

dimero se obtuvo la molécula tetramérica por oxidacion (41).

Sintesis dimero VPH 6, >I1.
=B YT
2,1..2,1 =
O_ "'j.« WH“\:r-\r‘wn e e O: WHLL;Y:-""""' ‘:[W
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Paso 1: Desproteccion
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‘:}—dYEQIK'Ahx_C Paso 3: Clivaje

H r

Figura 5-2. Obtencién de péptidos diméricos y tetraméricos. En rojo se muestra a lisina

que permite la construccion simultanea de dos cadenas con la secuencia YIK.

5.3. Caracterizacion y purificacion de los péptidos

sintéticos

5.3.1. Analisis de los péptidos sintéticos por RP-HPLC

De cada péptido crudo, o purificado, se prepard una soluciéon de 1 mg/mL en

Solvente A (TFA 0,05% v/v en agua), esta solucidn fue filtrada y 10 pL analizados
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en una columna Eclipse XDB-C18 (3.5 um 4.6 x 150 mm, Agilent) empleando un
gradiente de elucion de 5 a 70% de Solvente B (TFA 0,05% v/v en acetonitrilo) en 45
minutos a un flujo de 1 mL/min. Para algunos andlisis fue empleada una columna
C18 Merck Chromolith® C18 (50 x 4.6 mm) empleando un gradiente de elucion del
5 al 70 % de Solvente B en 11.5 minutos, a un flujo de 2 mL/min. Para ambos casos
la deteccion fue a una longitud de onda de 210 nm en un cromatdgrafo HPLC

Agilent series 1260.

5.3.2. Purificacion de péptidos por SPE

Con base en los resultados obtenidos de la cromatografia RP-HPLC analitica,
(tiempo de retencion, tr) se diseid un sistema de purificacion. Se empled una
columna Supelclean LC-18 SPE (5 g). Brevemente, la columna fue activada con 12
mL de metanol (3%), luego fue lavada con 12 mL de Solvente A (3x), 12 mL de
Solvente B (3x) y finalmente con 12 mL del Solvente A (3%). El péptido fue disuelto
en el Solvente A (100 mg/2 mL) y la solucién fue filtrada por una membrana de
0,44 um. Para cada péptido se disenid un programa de elucion y se adicionaron 12
mL de las diferentes soluciones que contenian cantidades crecientes de Solvente B.
Las fracciones se recolectaron y algunas (donde se esperaba la elucién del péptido)
fueron evaluadas por RP-HPLC, las fracciones que contenian la especie de interés

fueron reunidas y liofilizadas.

5.3.3. Analisis de péptidos por espectrometria de masas

El control de calidad en proceso, del producto crudo y producto terminado se
realiz6 por espectrometria de masas. La relacién masa/carga de los péptidos se

determind por espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
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Desorption Ionization -Time of Flight) utilizando un equipo Bruker Daltonics
Microflex. El péptido (1 mg/mL) fue mezclado con 4acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico (1 mg/mL) en una relacion 18:2. La mezcla fue aplicada sobre la
placa porta muestra y secada para su lectura. La potencia del laser fue ajustada

entre 2700 y 3000V y se hicieron de 100 a 250 disparos.

5.4. Obtencion de Anticuerpos Policlonales.

5.4.1. Ratones BALB/c

200 pL de péptido de concentracion (1 mg/mL) polimérico o tetramérico, fueron
mezclados con 200 puL de adyuvante completo de Freund (primera inmunizacion)
y adyuvante incompleto de Freund para la segunda y tercera inmunizacién. Los
ratones BALB/c fueron inmunizados via subcutdnea en la zona del lomo con 200
uL de la mezcla emulsionada en los dias 1, 20 y 40. Se realizaron sangrias los dias 0
(PI), 39 (P-II) y 59 (P-III), los sueros fueron centrifugados 5 minutos a 2000 r.p.m. y

almacenados a -20°C.

5.4.2. Conejos Nueva Zelanda

250 puL de una solucion de péptido (2 mg/mL) polimérico o tetramérico fueron
mezclados con 250 pL de adyuvante completo de Freund (primera inmunizacion)
y con adyuvante incompleto de Freund para la segunda y tercera inmunizacion.
Los conejos Nueva Zelanda fueron inmunizados intraperitonealmente en la zona
inguinal con 200 uL de la mezcla emulsionada en los dias 1, 20 y 40. Se realizaron
sangrias los dias 0 (PI), 39 (P-II) y 59 (P-III), los sueros fueron centrifugados 5

minutos a 2000 r.p.m. y almacenados a -20°C.
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5.5. Reconocimiento de la interaccion antigeno-anticuerpo
(métodos inmunoquimicos)

5.5.1. Dot Blot

La metodologia general de evaluacion del reconocimiento antigeno-anticuerpo por
Dot Blot, se describe a continuacion; (i) Activacion de las membranas de
nitrocelulosa: 3,0 mL agua Milli-Q fueron adicionados a las membranas por 3
minutos, seguido a esto se sumergieron en 3,0 mL de Buffer de transferencia 1x
(300 mL solucion stock de transferencia 5 x [Tris base 15 g, Glicina 72 g en 1,0 L de
agua Milli-Q], 150 mL de metanol, volumen final de 1,5L completados con agua
Milli-Q) por 3 minutos, el exceso de Buffer se retird por absorcion sobre papel
filtro. (ii) Adsorcion de los péptidos; 2,5 uL de Albumina Sérica Bovina (BSA, 20
ng/uL) como control negativo, 2,5 puL anticuerpo secundario (a¢ Mouse-HRP,
1:2000) como control positivo y 2,5 pL de solucion de péptido en buffer TBS (Tris
20 mM/HCI pH 7,5, NaCl 150 Mm en agua Milli-Q) de diferente concentracion
fueron adicionados sobre la membrana hasta adsorcién total. (iii) Bloqueo de sitios
no especificos: Se sumergieron las membranas en solucién de bloqueo (leche
descremada al 5% en buffer TBS) y se incubaron por dos horas a temperatura
ambiente. Las membranas fueron lavadas una vez con buffer TBS. (iv) Luego se
sumergieron las membranas en 400 pL de las diferentes diluciones de las muestras
de suero (pre inmune y PIII 1:100, en canales individuales segun corresponda) y se
incubaron toda la noche a temperatura ambiente y agitacion constante. Las cajas
fueron lavadas 3 veces por 10 minutos con solucion de bloqueo y una vez en

buffer TBS por 1 minuto. (v) 4,0 mL de anticuerpo secundario dilucién 1:2000 en
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buffer TBS, fueron adicionados a las membranas e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente y luego fueron lavadas 3 veces por 10 minutos con solucion
de bloqueo y una vez con buffer TBS por 1 minuto. (vi) Revelado: Las membranas
fueron sumergidas en solucion de revelado (TBS 5 mL, 4-Cloronaftol 1 mL [60 mg
en 20 mL de metanol frio] y 6 pL de Perdxido de Hidrogeno al 30%), la reaccion se

detuvo sumergiendo las membranas en agua Milli-Q.

5.6. Evaluacion del titulo de anticuerpos mediante ELISA
(Enzyme-linked immusorbent assay).

La evaluacion del reconocimiento antigeno-anticuerpo, se realizo bajo los
siguientes lineamientos; 100 uL de péptido de concentracion 10 ug/mL fueron
adsorbidos en una caja de 96 pozos (F16 Maxisorp loose Nunc-immuno module,
Thermo Scientific) a 37° centigrados por 1 hora, seguido a esto se dejaron toda la
noche a 4° centigrados, finalizando con 1 hora a 37° centigrados. Luego las cajas se
lavaron 5 veces con solucion de lavado (Tween-20 al 0.1% en buffer de fosfatos, pH
=7,4), y 2 veces con agua destilada. Se adicioné 100 uL de soluciéon de bloqueo
(leche al 5% en PBS) y se incubd una hora a 37° centigrados. Las cajas fueron
lavadas 5 veces con solucidn de lavado y dos veces con agua destilada. Luego se
adicioné 100 pL de cada una de las diluciones de las muestras de suero
(preinmune y PIII) y se incubd por una hora a 37° centigrados. Las cajas se lavaron
y 100 pL de anticuerpo secundario (conjugado anti-IgG de ratéon o conejo seguin
corresponda, acoplado a peroxidasa en dilucién 1:5000) fueron adicionados y las
cajas se incubaron una hora a 37° centigrados y se lavaron 5 veces con solucion de
lavado y dos veces con agua destilada. Se adicionaron 100 uL de solucion de

revelado (TMB y H20:en dilucion 1:1) y la absorbancia se ley6 a 620 nm.
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5.7. Modificacion de las superficies de electrodos

Los electrodos de oro fueron modificados con los péptidos derivados de la
proteina L1 del VPH mediante dos técnicas, (i) adsorcion fisica y (ii) unidén quimica

a través del grupo tiol de la cisteina.
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Figura 5-3. Union de los péptidos a los electrodos de oro. Unién quimica a través del
grupo tiol de la cisteina. Unidn fisica: el péptido organometdlico es embebido en el
polimero (recuadro azul). Para las estructuras, el ferroceno (en rojo), las esferas grises
representan los aminodcidos de las secuencias seleccionadas. En la parte inferior se

muestran los péptidos usados en cada modificacion.

5.7.1. Modificacion quimica

Pre-tratamiento del electrodo de trabajo. El electrodo policristalino de oro fue
sometido a un tratamiento fisico, mediante pulido mecdnico con suspensiones de
alimina de diferente tamafio de particula (1,0 pm, 0,3 pm y 0,05 um) sobre pafios
de microfibra (Buehler, USA) hasta alcanzar un brillo en la superficie tipo espejo.
El exceso de alimina sobre la superficie del electrodo se retird por lavado y se
complement6 la limpieza de la superficie con sonicacion en agua desionizada y
etanol durante 10 minutos. La limpieza de la superficie de oro, se complemento

con un tratamiento electroquimico de la superficie, aplicando 20 ciclos por
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cronoamperometria de doble pulso entre +1.0 V vs Ag/AgCl/KCl 3 M, en una
solucion H2S0s 0,5 M (42). Mediante el andlisis del ultimo voltamperograma, se
pudo calcular el area real del electrodo y la carga requerida para la formacion de
una monocapa de AuO(43-47).

Modificacién de la superficie del electrodo de trabajo. El auto-ensamblaje de los
péptidos sobre las superficies de oro se llevdo a cabo por inmersion de los
electrodos de trabajo en solucidon de péptido 1 mM en metanol, por 24 horas a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo los electrodos modificados se lavaron
cuidadosamente con metanol y agua desionizada para remover el material
adsorbido fisicamente (48). Esto permiti6 la modificacion quimica de la superficie
de oro, por adsorcidon de los péptidos los cuales contienen un grupo tiol en el

extremo C terminal.

5.7.2. Modificacion Fisica

5 mg del péptido organometdlico (Figura 5-3) se mezclo con 0,25 mL de
Nafion/DMF (1:1), la solucion se sometid a ultrasonicacion y agitacion en un vortex
por 30 minutos hasta obtener una solucion amarilla uniforme. Antes de la
modificacion la superficie de oro, esta fue pulida con una lija de 0,3 y 0,05 um de
alumina y lavada con agua desionizada y etanol varias veces. Para modificar el
electrodo se empled el método de goteo "drop-casting”. Brevemente; 4,5 uL (3x1,5
uL) de la solucion del péptido se adiciond a la superficie de oro, posteriormente el
solvente fue evaporado bajo un flujo de aire caliente (10 minutos). Luego de lograr
la evaporacion total del solvente en la superficie del electrodo modificado, este se

almacend en desecador por 24 horas previo a su uso (49).

40



5.8. Medidas electroquimicas

Las medidas de voltamperometria ciclica y amperometria se realizaron utilizando
un Analizador Voltamétrico BAS CV-50W en el Laboratorio de Electroquimica del
Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota,
un potenciostato/galvanostato EC ELIPSON en el Laboratorio de Sensores
Electroquimicos del Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico en
Electroquimica, S. C. (CIDETEQ) Querétaro - México y un potenciostato
AUTOLAB PGSTAT128N (Metrohm Siam Company Ltda.) controlado mediante
software NOVA en el Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo - Brasil.
Un sistema convencional de tres electrodos fue utilizado en los ensayos
electroquimicos, el cual contaba con un electrodo de referencia de Ag/AgCl 3 M
KCl, un alambre de platino como electrodo auxiliar y un electrodo de oro
policristalino desnudo y/o modificado como electrodo de trabajo, inmersos en una
celda de 10 mL. Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizada (o =
18 MQ.cm™), las medidas se realizaron a temperatura ambiente y con soluciones
desoxigenadas por flujo de argén o nitrégeno UAP. Las condiciones del electrolito
soporte y la seleccion de las moléculas sondas redox se determinaron segun la
conveniencia en la medida. Estas medidas electroquimicas se realizaron para
caracterizar las superficies de los electrodos de oro modificados con péptidos y
para evaluar el reconocimiento antigeno-anticuerpo sobre la superficie del

electrodo.
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5.8.1. Caracterizacion por voltamperometria ciclica del electrodo desnudo y
modificado.

Se caracterizo electroquimicamente el electrodo antes de la modificacion obtenida,
mediante voltamperometria ciclica, como se describe a continuacion: El sistema
convencional de tres electrodos, descrito en el numeral anterior, se utilizoé para
determinar el efecto de la modificaciéon sobre el electrodo de trabajo, en el
comportamiento electroquimico de una solucion ImM de Ru(NHs)sCl (molécula
sonda), en cloruro de potasio (KCI) 0,5 M como electrolito soporte, las medidas se
realizaron entre el potencial de circuito abierto a corriente nula y 0,4 V vs
Ag/AgCl 3 M KCI. Del anélisis de los voltamperogramas obtenidos a diferentes
velocidades de barrido, se extrajeron los parametros termodindmicos asociados al
proceso, también se calculo el area electro activa del electrodo desnudo (50). Este
estudio se realizo para caracterizar el comportamiento de la modificacion de las
superficies de oro y para determinar las condiciones apropiadas para los ensayos
de reconocimiento antigeno — anticuerpo sobre la superficie de los electrodos

modificados.

5.8.2. Desorcion quimica de tioles y determinacion del factor de recubrimiento

La desorcion reductiva del grupo tiol presente en los péptidos se realizd por
voltamperometria ciclica entre el potencial a corriente nula y -0,4 V vs Ag/AgCl 3
M KCl en KOH 0,5 M. A partir de la carga asociada al proceso, se pudo determinar
el factor de recubrimiento I' en los electrodos modificados por cada péptido (51).
Este pardmetro permite determinar el nimero de moléculas adsorbidas sobre la
superficie, asi mismo evaluar el tipo del auto-ensamble por formacién de

monocapas o sub-monocapas.
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5.8.3. Determinacion de la interaccién antigeno-anticuerpo

Las soluciones de suero pre inmune y post tercera tanto de ratones BALB/c como
de conejos Nueva Zelanda se prepararon en PBS 0,1 mol/L de acuerdo la dilucion
requerida para cada ensayo. Antes de la inmersion de los electrodos modificados
quimica o fisicamente, o de la adicion de la dilucion de suero en la celda
electroquimica, las soluciones fueron homogenizadas en vortex y se llevaron a
ultrasonido por 10 minutos. Previo a la lectura por cualquier método
electroquimico las soluciones en las celdas fueron burbujeadas con N2 retirando el

oxigeno de la solucion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se exploré la viabilidad de obtener superficies de oro
funcionalizadas con péptidos y su uso en la determinacion electroquimica del
reconocimiento antigeno-anticuerpo. Como modelo de estudio se escogio el VPH,
se seleccionaron seis secuencias derivadas de la proteina L1 de la capside del VPH
(L1-VPH), las cuales son promisorias como herramientas en el desarrollo de un
método diagnodstico, debido a que han sido reportadas como altamente antigénicas;
a continuacién, se describen brevemente estos reportes. (i) Rocha-Zabaleta y
colaboradores reportaron en 2004 que anticuerpos que reconocen la secuencia
IHSMNSTIL (péptido VPH 1) pueden ser encontrados en sueros de pacientes con
lesiones intraepiteliales de bajo grado, infectadas con VPH’s de alto riesgo
asociados al desarrollo de cancer cervical. Este péptido no presenta reacciéon frente
a anticuerpos de pacientes con lesiones intraepiteliales de bajo grado infectadas
con serotipos de VPH's considerados de bajo riego, esta secuencia permite la
discriminacion de pacientes infectados con VPH’s de alto riesgo (9). (ii) Las
secuencias MKIPNNKLFLPV (péptido VPH 2) y SPINNTKPHEAR (péptido
VPH 3) expresadas en clones de fagos, son reconocidas por anticuerpos de
pacientes infectadas por VPH con lesiones presentes en el cérvix (52). (iii) La
obtencion de anticuerpos monoclonales de fragmentos recombinantes de la
proteina L1 de VPH-16 ha permitido reconocer la secuencia NVPDDLYIKGSGSTA
(péptido VPH 4) como una region antigénica importante (25). (iv) Asi mismo la

secuencia AGTVGETVPDDLYIKGSGST (péptido VPH 5) es reconocida por
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anticuerpos de ratones inmunizados con una secuencia analoga, presentandose
como util en la obtencion de anticuerpos anti-péptido (53). (v) Se describié que
anticuerpos monoclonales 8C4, 3D1, 1D6, 5A4 reconocen antigenos virales del
VPH-16, como también reconocen especificamente en ensayos de inmunoblots
regiones de VPH-16 L1 (residuos 172 — 375 y 1-505). Se determin6 que estos
anticuerpos monoclonales se unen especificamente a la secuencia YIK (péptido

VPH 6) (25).

Una vez seleccionadas las secuencias para este estudio, se planteé un disefio
experimental que involucrd tres etapas, las cuales se describen a continuacion.
Posteriormente, se mostraran los resultados obtenidos en cada etapa y la discusion

de estos.

ETAPA 1.  Sintesis, purificacion y caracterizacion de péptidos derivados de la proteina
L1-VPH: (i) Determinacion de la viabilidad sintética de las secuencias
seleccionadas. (i) Disefio y obtencion de péptidos para inducir anticuerpos
policlonales. (iii) Disefio y obtencién de péptidos para modificar quimica o

fisicamente las superficies de oro.

ETAPA 2.  Induccién de anticuerpos anti-péptido, en (i) ratones BALB/c y en (ii)
Conejos Nueva Zelanda, usando polimeros y tetrameros derivados de los péptidos
seleccionados segun su viabilidad sintética

ETAPA 3.  Funcionalizacion de electrodos de oro con péptidos derivados de L1-VPH: (i)
adsorcion fisica de un péptido organometdlico derivado de L1-VPH, (ii)
modificacion quimica. Caracterizacion de las superficies modificadas y evaluaciéon
de la interaccion antigeno-anticuerpo, utilizando los electrodos funcionalizados y

los sueros de los conejos inmunizados.
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6.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de péptidos
derivados de la proteina L1 del Virus del Papiloma
Humano (L1-VPH).

6.1.1. Seleccidn de las secuencias con mejor viabilidad sintética

Se sintetizaron los péptidos lineales seleccionados, VPH 1, VPH 2, VPH 3, VPH 4 y
VPH 5. Para el caso de la secuencia YIK se planted el disefio de un péptido
dimérico, (YIK):K-Ahx-C (VPH 62), el cual contiene una cisteina en el extremo N-

terminal y un residuo del 4cido 6-aminohexanoico como espaciador.

El péptido VPH 1: 'IHSMNSTIL®? no presentd dificultad en su sintesis, para la
mayoria de los residuos se realizaron dos ciclos de acople, a excepcion del residuo
Tle en el cual se hicieron cuatro ciclos. El péptido VPH 2: MKIPNNKLFLPV?,
presento dificultad en la incorporacion de la 2Lys (tres ciclos). Para el péptido VPH
3: ISPINNTKPHEAR" se tuvo dificultad en la incorporacién del residuo *Asn
(cuatro ciclos), ver Anexo A. Todos los aminodcidos del péptido VPH 62: (YIK):K-
Ahx-C fueron incorporados facilmente (un ciclo). Los péptidos VPH 4 y VPH 5,

presentaron alta dificultad.

Los productos de sintesis obtenidos fueron caracterizados por RP-HPLC, el perfil
cromatografico permiti6 disefiar, para cada molécula, un programa de purificacion
usando columnas RP-SPE y eluciéon con gradiente. Una vez purificados, los
péptidos fueron analizados por espectrometria de masas MALDI-TOF. A manera
de ejemplo se muestran los resultados del péptido VPH 2 (Figura 6-1), el perfil
cromatografico del producto crudo muestra una especie principal en un tiempo de
retencion (tr) de 22,20 minutos y especies de subproductos apolares (Figura 6-1B).

Después de la purificacion, el producto presenta una pureza cromatografica del
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93% (Figura 6-1C). El espectro de masas de VPH 2 puro presenta una senal en m/z
1413.9, que corresponde a la especie [M+H]*, la masa monoisotdpica calculada para
VPH 2 es 1411.8 uma. Los resultados de la caracterizacion de las seis moléculas

obtenidas se resumen en la Tabla 1 y se presentan en el Anexo B.

Exact Mass: 1411,8
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Figura 6-1. Péptido VPH 2. Estructura (A), se muestra la masa monoisotdpica. Perfil
cromatografico del producto antes (B) y después (C) de la purificacion por RP-SPE.
Espectro de masas MALDI-TOF (D) del compuesto puro.
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Tabla 6-1. Caracterizacion de los péptidos sintéticos derivados de la proteina L1-VPH.

tr Masa  [M+H]J*
Codigo Secuencia
(minutos) tedrica m/z

VPH1 THSMNSTIL 17,97  1013,5 1014,8
VPH1.1 CGIHSMNSTILGC 20,15 1333,6 1335,1
VPH 2 MKIPNNKLFLPV 22,20 1411,8 1413,9
VPH 2.1 CGMKIPNNKLFLPVGC 22,60 17319 1733,2
VPH 3 SPINNTKPHEAR 11,40 1361,7  1363,1
VPH 3.1 CGSPINNTKPHEARGC 1290 1681,8 16827
VPH 3.2 C-Ahx-SPINNTKPHEAR 13,62 1577,8 1579,9
VPH 3.3 Fc-Ahx-SPINNTKPHEAR 17,60  1684,8 1687,8
VPH 3.4 Ac-C-Ahx-(Fc)KSPINNTKPHEAR 19,10 19579  1960,7
VPH 3.5 Ac-C-Ahx-SPINNTKPHEAR(Fc)K 18,40  1957,9 1960,52
VPH 4 NVPDDLYIKGSGSTA 18,50 - -
VPH 5 AGTVGETVPDDLYIKGSGST 19,50 - -
VPH 62 (YIK)2K-Ahx-C 14,78 1169,70 1171,1

Ahx: residuo del acido 6-aminohexanoico. Fc: residuo de ferroceno. En negrilla la
secuencia antigénica derivada de L1-VPH. 2El dato corresponde a M calculado, de m/z
correspondiente a [M+2H]* y [M+3H]>*

Para los péptidos VPH 1, VPH 2, VPH 3 y VPH 62 fue posible obtener una molécula
con una pureza cromatografica superior al 80%, como se puede observar en la
Figura 6-2A; para estos péptidos, los espectros de masas mostraron sefiales en m/z
correspondientes a la especie [M+H]*, (Tabla 6-1). Por otro lado, los péptidos
VPH 4 y VPH 5, muestran perfiles cromatograficos complejos y no fue posible

purificar los productos de interés (Figura 6-2B).

De esta primera parte del trabajo, acorde con los resultados de sintesis se

seleccionaron cuatro secuencias: VPH 1, VPH 2, VPH 3 y VPH 62
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Figura 6-2. Perfiles cromatograficos de los péptidos seleccionados. Para VPH 1, VPH 2,
VPH 3 y VPH 62 se muestran los perfiles de los productos obtenidos después del proceso

de purificacion (Panel A). Para VPH 4 y VPH 5 se muestran los perfiles de los productos
crudos (Panel B).

6.1.2. Obtencion de péptidos para inducir anticuerpos policlonales

A partir de las secuencias seleccionadas, VPH 1, VPH 2 y VPH 3, se diseniaron y

sintetizaron péptidos que contenian un residuo de cisteina tanto en el extremo N
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como en el C terminal, adicionalmente, se introdujo un residuo de glicina como
espaciador. Estos péptidos corresponden a las secuencias VPH 1.1, VPH 2.1 y VPH
3.1 (Tabla 6-1). Los productos de sintesis fueron caracterizados por RP-HPLC,
luego purificados y analizados por espectrometria de masas MALDI-TOF (Anexo
2, Tabla 1). El péptido VPH 3.1 fue oxidado generandose el correspondiente
polimero {(CGSPINNTKPHEARGC)n: (VPH 3.1)n, el cual fue soluble. Los
polimeros obtenidos a partir de la oxidacion de VPH 1.1 y VPH 2.1 fueron
insolubles y por este motivo estas secuencias fueron descartadas del estudio. Por
otro lado, la oxidacion del dimero VPH 62 permitié generar el tetramero VPH 6a.
Todas las reacciones de oxidacidon fueron monitoreadas por test de Ellman y por
RP-HPLC, a manera de ejemplo, se muestra la oxidacion del dimero VPH 62

(Figura 6-3).
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Figura 6-3. Obtencion del tetramero VPH 64. Monitoreo de la reaccion por cromatografia
liquida en fase reversa (RP-HPLC).

El polimero (VPH 3.1)n y el tetramero VPH 64 fueron seleccionados para inmunizar
animales (ratones y conejos) y asi obtener anticuerpos policlonales anti-

SPINNTKPHEAR y anti-YIK, respectivamente.
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6.1.3. Obtencion de péptidos para modificar las superficies de oro.

Los péptidos pueden ser adsorbidos fisicamente (electrostaticamente, a través de
interacciones hidrofobas, atrapados en membranas, etc.) en diferentes superficies
de electrodos. En este contexto, se disefio el péptido Fc-Ahx-SPINNTKPHEAR
(VPH 3.3), para ser inmovilizado sobre un electrodo de oro por adsorcion, a esta
molécula se le incorpord un residuo de ferroceno (Fc), que permitiera lecturas
electroquimicas directas y un espaciador (Ahx) que separa al ferroceno de la
secuencia antigénica. La molécula fue sintetizada, purificada y caracterizada, en la
Figura 6-4 se muestra el perfil cromatografico y el espectro de masas MALDI-TOF

del producto después de purificarlo.
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Figura 6-4. Caracterizacion por RP-HPLC (Panel A) y MALDI-TOF (Panel B) del Péptido
VPH 3.3.

En el cromatograma, Figura 6-4A, se observa una especie principal en tr 17,84
minutos, y el espectro de masas presenta una sefial en m/z 1687,8 correspondiente a
la especie [M+H]*. También se observa (i) una sefial en m/z 1567,8 que corresponde
al producto sin un anillo de cicopentadienilo y el atomo de Fe, y (ii) en m/z 1475,8

que corresponde al péptido sin ferroceno. Sin embargo, en el perfil cromatografico
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solo se observa una sefial, y no se ven picos que puedan ser estos productos; la co-
elucion tampoco es factible ya que la hidrofobicidad de la especie con y sin

ferroceno es diferente.

Por otro lado, para unir quimicamente los péptidos a los electrodos de oro, se
disefiaron las siguientes moléculas: (i) péptido VPH 3.2: C-Ahx-SPINNTKPHEAR,
al cual se le incorpord el residuo de Ahx, que separa la secuencia antigénica de un
residuo de Cys, en el extremo N-terminal, este aminodcido se incorpord ya que es
bien sabido que los compuestos que contienen grupos tiol se unen fuertemente a
una gran variedad de metales, incluidos el oro, la plata, el platino y el cobre. La
estructura de una monocapa autoensamblada depende principalmente de la
morfologia del metal, el oro es ampliamente utilizado para la formacion de
monocapas(29,54-59). (ii) El péptido dimérico VPH 62 se selecciond para unirlo
quimicamente al electrodo ya que contiene un residuo de Cys. Cabe resaltar que al
unir el VPH 3.2 o VPH 62 a una superficie electrodica, se hace necesario el uso de
una sonda redox externa para hacer lecturas electroquimicas, por ejemplo, el par
redox Ru(NH3)3t /Ru(NH;)Z*. Adicionalmente, (iii) se disefiaron dos péptidos que
se pudieran unir al electrodo de oro y que tuvieran en su estructura una sonda
redox como el ferroceno: VPH 3.4 (Ac-C-Ahx-(Fc)KSPINNTKPHEAR) y VPH 3.5
(Ac-C-Ahx-SPINNTKPHEAR(Fc)K). Como se observa, especificamente estas
moléculas contienen en su estructura, la secuencia antigénica, un residuo de
cisteina, en el extremo C terminal; un espaciador (Ahx) y finalmente, un residuo de
lisina, que permite unir el 4cido ferrocencarboxilico (Fc) al grupo amino de la

cadena lateral (NH,), Figura 6-5, estructuras C-D.
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Figura 6-5. Péptidos obtenidos para la modificacion quimica de electrodos de oro. Andlisis
RP-HPLC de los péptidos: VPH 3.2 (A), VPH 62 (B), los péptidos VPH 3.4 y VPH 3.5 se
analizaron antes (C y D, respectivamente) y después del proceso de liofilizacion (E y F,

respectivamente). Para A y B se us6 la columna Chromolith y para C-F la Eclipse.

53



Las moléculas diseniadas para modificar los electrodos, quimicamente, se
obtuvieron mediante SPPS, se purificaron por RP-SPE y se caracterizaron mediante
RP-HPLC y ESI MS o MALDI-TOF MS. En la Figura 6-5 (A-D) se presentan los
perfiles cromatograficos de los productos puros obtenidos, en todos los casos se
tiene una especie principal con pureza superior al (80%), la caracterizacion por
espectrometria de masas mostrd para VPH 3.2 y VPH 62 una senal correspondiente
a la especie [M+H]* y para los péptidos VPH 3.4 y VPH 3.5 se encontraron sefiales
correspondientes a las especies [M+2H]* y [M+3H]*, (Tabla 6-1).

Después del proceso de liofilizacion de los péptidos purificados VPH 3.4, VPH 3.5
el perfil cromatografico cambid, mostrando varios picos (Figura 6-5 E-F), este
resultado sugiere que estos péptidos no son estables. Tratando de entender que
causaba la inestabilidad de estas moléculas se prepar6 una solucion 0,5 mM del
péptido VPH 3.3 (que contiene ferroceno) puro y se mezcld con cisteina 0,5 mM
(1: 1 v/v) y luego la mezcla se liofilizo. El perfil cromatografico del péptido VHP 3.3
liofilizado y almacenado por seis meses muestra una especie principal, en tr 18,9
minutos, al mezclarlo con la cisteina y liofilizar aparecieron especies entre 15y 17
minutos. lo que sugiere una degradacion del VPH 3.3 causada por la presencia de

la Cys (Figura 6-6 A, B).

Adicionalmente se estudid la estabilidad del péptido VPH 3.2 (que contiene Cys)
en presencia de acido ferrocencarboxilico, para esto se prepararon soluciones 0.5
mM de ambos reactivos y se mezclaron 1:1, la reaccion se monitoreo por RP-HPLC
(Figura 7-6 C-D). En los perfiles cromatograficos se observa la especie
correspondiente a VPH 3.2 en tr 3,2 minutos y el acido ferrocencarboxilico en tr 5.5
minutos. La degradacion del péptido VPH 3,2 se evidencié ya que, en el perfil

cromatografico de la reaccion después de 24 horas, aparecen nuevas senales entre
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3,2 y 4,5 minutos y la intensidad de la senal en 3,2 min disminuye. Estos resultados
sugieren que los péptidos derivados de la secuencia SPINNTKPHEAR que

contienen residuos de ferroceno y cisteina no son estables.
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Figura 6-6. Estabilidad de los péptidos derivados de SPINNTKPHEAR. Perfil
cromatografico del péptido: VPH 3.3 (A, tR: 18,9 minutos.), VPH 3.3 mezclado con
solucién de cisteina y liofilizado (B). Reaccidn entre el péptido VPH 3.2 (C, tR: 3,2 minutos)
y el acido ferrocencarboxilico libre (tR: 5,5 minutos), tiempo de reaccién 0 horas (D) y 24
horas (E).

En esta etapa del trabajo, por viabilidad sintética, solubilidad y estabilidad se
seleccionaron: (i) dos familias de péptidos, (ii) dos péptidos para inmunizar
ratones BALB/c y Conejos Nueva Zelanda y generar anticuerpos policlonales anti-
péptido y (iii) tres moléculas para modificar los electrodos de oro: una por
modificacion fisica, a la que se le incorpord un ferroceno y dos para modificacion

quimica. En la Tabla 6-2 se describe en detalle las moléculas seleccionadas.
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Tabla 6-2. Péptidos derivados de L1-VPH seleccionados y su funcion segin corresponda.

Familia Codigo Secuencia Uso

(VPH 3.1)n {(CGSPINNTKPHEARGC)n  Generar anticuerpos policlonales

VPH 3 VPH 3.2 C-Ahx-SPINNTKPHEAR Modificacién quimica
VPH 3.3 Fc-Ahx-SPINNTKPHEAR Modificacion fisica
VPH 6: (YIK)2K-Ahx-C Modificacion quimica
VPH 6
VPH 64 ((YIK)2K-Ahx-C)2 Generar anticuerpos policlonales

6.2. Estudio de la interaccion de antigeno-anticuerpo por
ensayos inmunoquimicos

Con el objetivo de generar anticuerpos policlonales contra las secuencias
SPINNTKPHEAR y YIK se inmunizaron ratones BALB/c con el polimero
(VPH 3.1)n y con el tetramero VPH 64, segin el esquema detallado en la

metodologia.

En la Figura 6-7A se muestra la absorbancia a 620 nm obtenida en el ensayo de
ELISA con los sueros post Il inmunizacion de tres ratones (por péptido) en
contraste con los sueros PI (preinmumne). Si bien se observa una mayor
absorbancia para los sueros post III para los ratones 1 y 3 inmunizados con el
péptido (VPH 3.1)n, la sefal de fondo generada por los sueros pre inmunes es
hasta tres veces mayor a la presentada por el control negativo (pozo bloqueado con
solucion de leche descremada al 5% en PBS 0,1 M, pH 7,4), por lo cual el
reconocimiento especifico de los anticuerpos policlonales no se puede asegurar, en

especial para los ratones inmunizado con el péptido VPH 6..
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Con la intensién de confirmar la antigenicidad de los péptidos (VPH 3.1)n y
VPH 64 se realiz6 la evaluacion del reconocimiento mediante la técnica Dot-Blot.
En la Figura 6-7B se presentan las membranas de nitro celulosa reveladas con
4-CN en H202. En cada grupo de membranas se sembro el péptido correspondiente
en concentraciones accedentes 1,0, 0,5, 0,25 y 0,15 ng para el caso del péptido
(VPH 3.1)n y en concentraciones descendentes para el péptido VPH 64 En el
ensayo se evidencia el reconocimiento de ambos antigenos inmunizados por parte
de los anticuerpos policlonales presentes en lo sueros post III inmunizacion. Es
importante mencionar, que en este ensayo no se presento interferencia por la
matriz de los sueros en las membranas evaluadas con sueros preinmunes, ya que

no se evidencia el precipitado color pturpura por oxidacion del 4-CN.
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Figura 6-7. Reconocimiento antigeno anticuerpo mediante Ensayo de ELISA (A). Solucion
de péptido para siembra 10 pg/mL (100 pL), dilucion de los sueros pre inmune y post III
1:100, dilucion 1:5000 del anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG (Sigma A4416), revelador

TMB. Ensayo de reconocimiento antigeno anticuerpo por Dot Blot (B).

Los sueros de los ratones BALB/c inmunizados con el péptido (VPH 3.1)n a los

cuales se les confirm¢ la presencia de anticuerpos policlonales, se utilizaron
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posteriormente para la evaluacion de la interaccion antigeno-anticuerpo sobre la

superficie de los electrodos modificados fisicamente con el péptido VPH 3.3.

Con el objetivo de reducir el efecto de la matriz de lo sueros obtenidos de la
inmunizacion en ratones BALC/c, unido a la necesidad de obtener mayor cantidad
de suero para poder realizar las determinaciones posteriores y en aras de facilitar
el manejo del modelo animal, se decidid realizar la inmunizacién de conejos
hembra Nueva Zelanda con los péptidos (VPH 3.1)n y VPH 64. Los titulos de
anticuerpos policlonales obtenidos para cada péptido se obtuvieron por diluciones
seriadas como se observa en la Figura 6-8. Para el caso del péptido (VPH 3.1)n se
obtuvo titulo de 1:25600, mientras que para el péptido VPH 64su valor corresponde
a 1:6400. Adicionalmente, se determin¢ el titulo del péptido lineal VPH 3.2 el cual
fue usado posteriormente para la modificacion quimica de los electrodos de oro,

presentado el mismo titulo (1:26500) que su analogo (VPH 3.1)n.
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Figura 6-8. Titilacion de sueros post Il inmunizacion. VPH 3.1 (A), VPH 64 (B).
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6.3. Caracterizacion electroquimica de los electrodos
modificados fisica y quimicamente y evaluacion de la

interaccion antigeno-anticuerpo en superficie

6.3.1. Modificacion Fisica

La caracterizacion del electrodo de oro modificado con el péptido VPH 3.3 se
realizo en colaboracion con el Dr. Drochss Valencia en el Instituto de Quimica de la

Universidad de Sao Paulo, Brasil.

El comportamiento electroquimico del electrodo funcionalizado fue estudiado en
PBS 0,1 M, pH = 7,4. La Figura 6-9 muestra los voltamperogramas (Ciclos 2, 20 y
50) usando un barrido de potencial de 100mV.s”, siendo claramente observables
dos picos correspondientes al comportamiento redox del grupo ferrocianil,
presente en el péptido. Los potenciales de pico anddico (Epa) y pico catddico (Epc)
son localizados a 0,35 y 0,24 V, respectivamente. En los primeros ciclos los valores
de pico de corriente presentan un incremento entre cada voltamperograma, lo cual
puede ser atribuible a la transferencia electronica entre el péptido y la superficie
del electrodo de oro, esto puede ser entendido como un posible mecanismo de
transferencia de carga en el polimero de Nafion y la difusion fisica del péptido en

la matriz de este polimero (60).

59



1.6 -

0.84
<
3
= 00-
-0.84 —2
— 20
w50
0.0 0.4 0.8
E/V vs Ag/AgCI/KClsat

Figura 6-9. Voltamperogramas ciclicos (2, 20 y 50 ciclos) realizados con el electrodo
funcionalizado con el péptido VPH 3.3 en PBS 0,1 mol.L-!, pH= 7,4, potencial de barrido de
0,10 V.s.

La estabilidad de la modificacién obtenida con el péptido VPH 3.3, fue evaluada
almacenando el electrodo en un desecador al vacio a 25° centigrados. Diariamente
se realizaron mediciones del mismo electrodo por voltamperometria ciclica en las
que se evidencié un decrecimiento en las corrientes de pico entre cada lectura, pese
a esto, al cabo de 12 dias, el electrodo mantenia un 72% de la respuesta inicial, lo

cual indica que la modificacion es estable al almacenamiento.

Mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) se realizé la comparacion
entre la superficie del electrodo de oro antes y después de la modificacion. La
Figura 6-10 muestra como la estructura de superficie cambia de hebras alineadas
(Figura 6-10A) a presentar agregados ordenados luego de la modificacion (Figura

6-10B). Las estructuras esféricas corresponden al péptido VPH 3.3 en la superficie.
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Figura 6-10. Imagenes de SEM para la superficie de oro desnudo (A) y luego de la
modificacién con el péptido VPH 3.3 (B).

6.3.2. Comportamiento electroquimico de la interaccién antigeno-anticuerpo en

la superficie del electrodo modificado fisicamente

Para evaluar la interaccion antigeno — anticuerpo en la superficie del electrodo
modificado con el péptido VPH 3.3, el electrodo fue sumergido en una solucién de
suero preinmune de ratones BALB/c durante 30 minutos, la respuesta
electroquimica presentada por electrodo en estas condiciones se utilizaria como
control del ensayo. Es importante aclarar en este punto que debido a la alta
estabilidad del conjugado antigeno-péptido, se utiliz6 una modificaciéon nueva en
cada ensayo. Con el proposito minimizar los problemas que surgen de las
diferentes respuestas que pueda presentar el electrodo modificado frente a la
complejidad de las muestras de suero, las medidas se normalizaron utilizando la
expresion I/Ir, donde I corresponde a la corriente de pico maxima (a 0,35 V) en las
soluciones de suero evaluado, e Ir es la corriente de pico en obtenida en PBS

después de 50 ciclos de voltamperometria para el electrodo modificado con el
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péptido VPH 3.3. La Figura 6-11 muestra una grafica normalizada (I/Ir) en funcion
del potencial aplicado para diferentes diluciones del suero preinmune, la linea roja
corresponde al comportamiento electroquimico del electrodo modificado sin
interactuar con el suero preinmune. Como se puede observar, la respuesta de la
modificacion en presencia del suero pre inmune a concentraciones elevadas causa
una disminucién en el valor de I/Ir hasta la una dilucién 1:2000. Es importante
mencionar que no se observé una reduccion adicional en el valor de I/Ir, al ensayar

soluciones mas concentradas del suero preinmune.
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Figura 6-11. Voltamogramas ciclicos obtenidos con el electrodo modificado con el péptido
VPH 3.3 en PBS 0,1 mol.L*, pH = 7,4, antes (A) y después de la adicion de suero pre
inmune en las diluciones finales siguientes; 1:10000 (B), 1:2000 (C) y 1:1000 (D), velocidad
de barrido: 0.10 V.s™.

Para evaluar el efecto de la concentracion del suero en la respuesta electroquimica
del electrodo modificado, se grafico la corriente de pico normalizada en funcién de
la concentracion de suero preinmune (Figura 6-12) a partir de los
voltamperogramas ciclicos obtenidos. Los puntos negros en la Figura 6-12 se

refieren a los valores obtenidos con diferentes diluciones del suero preinmune. En
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la grafica se evidencia que hay una influencia significativa y diferenciable de los
constituyentes del suero en la respuesta del electrodo modificado con el péptido
VPH 3.3. A partir de diluciones por encima de 1:5000 se reduce la inespecificidad
en la superficie del electrodo. Asi mismo, se observa un valor constante de I/Ir para
diluciones inferiores a 1:2000, lo cual indica que el sistema estd trabajando en

condiciones de saturacion y la matriz alcanza su maximo efecto.
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Figura 6-12. Corrientes de pico normalizadas medidas con el electrodo modificado con el
péptido VPH 3.3 en PBS 0,1 mol.L! (pH =7,4), en diferentes diluciones de los sueros pre

inmunes (control) y post-III inmunizacion del péptido VPH 3.1.

Con la intencion de estudiar la especificidad en la respuesta del electrodo
modificado con el péptido VPH 3.3, se evalué su comportamiento frente a
muestras de suero de ratones BALB/c post-III inmunizacion con (VPH 3.1)n. No se
presentaron cambios significativos en la forma de los voltamperogramas en
presencia de cada dilucion de suero, pero si se evidencié una disminucion
significativa en el valor de I/Ir (puntos azules en la Figura 6-12) en comparacion
con los valores del control (suero preinmune). La curva no se observa lineal, en

concordancia con los resultados comtiinmente reportados para inmunoensayo (61).
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Una tendencia similar se notd en los ensayos con suero preinmune, en los que la
influencia de la matriz es mas significativa en un cierto rango de dilucion, al igual
que lo observado para muestras de suero post-IIl mas concentradas. No obstante,
el cambio inequivoco en los valores de I/Ir para diluciones entre 1:5000 y 1:10000
confirman la respuesta especifica del electrodo modificado con respecto a otros

anticuerpos o proteinas que pueden interferir con la deteccidon superficial.

En un subsiguiente experimento, se uso la amperometria como técnica para
evaluar la interaccidon antigeno — anticuerpo sobre la superficie de los electrodos
modificados con el péptido VPH 3.3. Se definié usar una relaciéon de peso a
volumen de los sueros a ensayar, partiendo de una solucion madre de 10 pug/mL,
en PBS 0,1 moll?!, pH = 7,4. La figura 6-13A muestra un ensayo tipo
amperomeétrico realizado en condiciones dptimas, destacando la corriente inicial
(I) la cual corresponde a la respuesta constante para el proceso de transferencia
electronica del grupo ferrocianil, medida a un potencial de trabajo de 0,55 V. El
valor Ii fue reproducible con un error relativo del 9%, cuando la solucion solo
contenia PBS 0,1 mol.L-!. Luego de la adiciéon a la celda electroquimica de las
diferentes cantidades de suero post III inmunizacién, se presenta un cambio rapido
en la corriente hasta alcanzar un estado estable (Ir). La sefial decrece conforme al
aumento de la cantidad de suero post-IlI, representando el efecto de inhibicion
causado por el reconocimiento del antigeno en la superficie. La relacion lineal entre
la diferencia de la corriente (It - i) y la concentracion de la muestra de suero post-

III en un rango de 0,010 a 0,020 pg.L, se muestra en la Figura 6-13B.
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Figura 6-13. A) Respuestas amperométricas tipicas para el electrodo en presencia de
diferentes concentraciones de suero post-III en presenciad de PBS 0,1mol.L, pH 7,4, E =

0,55V. B) Curvas de calibracion para suero post-III (negro) y pre inmune (rojo).

La selectividad del reconocimiento sobre la superficie del electrodo modificado, se
evalud, haciendo mediciones amperométricas de las diferentes concentraciones de
suero preinmune para posteriormente ser comparadas con la repuesta a la
interaccion con los sueros post-III (61,62). Analizando los valores de las pendientes
para las curvas de calibracion presentadas en la en la Figura 6-13B, se visualiza que
la respuesta de inhibiciéon de la corriente generada por el reconocimiento del
péptido VPH 3.3 por los anticuerpos presentes en el suero post-IIl, es casi cuatro
veces mayor que las presentada por las muestras control, por lo tanto, la

selectividad del electrodo modificado puede considerarse satisfactoria.
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6.3.3. Modificacion Quimica

6.3.3.1.  Caracterizacion de las superficies de oro modificadas con péptidos

La formacion de mono/sub-capas auto-ensambladas permite obtener estructuras
organizada y con estabilidad quimica en el superficie de electrodos de oro (63).
Segun el sustrato utilizado para la funcionalizacion, la superficie podria ser
utilizada como sensor electroquimico para el reconocimiento de eventos a nivel

molecular(51,64).

Es asi como electrodos de oro policristalino luego de ser pulidos tipo espejo se
modificaron por inmersion (24 horas, a temperatura ambiente) en soluciones

metanolicas libres de oxigeno, de los péptidos VPH 3.2 y VPH 6..
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LVH g \q
NH
HNJ\NHZ
— v
Secuen?aArntigénica
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NH,
N
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Figura 6-14. Esquema del electrodo de oro policristalino modificado con (A) péptido VPH
3.2, y (B) péptido dimérico VPH 62
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Permitido el autoensamblaje, se retiraron las moléculas adsorbidas sobre la
superficie de los electrodos y la solucidén en exceso por enjuague con metanol. Los
electrodos funcionalizados se caracterizaron mediante Espectrometria Infrarroja
por Transformadas de Fourier (FT-IR) utilizando la técnica de reflectancia externa
con angulos de incidencia de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 ° (Figura 7-15).
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Figura 6-15. Espectros FT-IR para los electrodos VPH 3.2 Au, VPH 621 Au y Au desnudo.

Angulo de incidencia 60°.

Los espectros de FT-IR a 60° muestran las bandas asociadas al grupo amida y los
grupos funcionales de la cadena lateral de aminodcidos, lo cual confirma la
presencia de los péptidos auto ensamblados sobre los electrodos de oro (Figura 6-
15). Las bandas en la region 3500 — 3100cm corresponden al estiramiento N-H en
amidas secundarias. La frecuencia de estiramiento para el grupo C=O presente en
las amidas I aparece en el rango de 1630-1510cm™(65). Es importante sefalar que
las bandas de amida I y amida II han sido las mas utilizadas en la confirmacion de

la unién de péptidos a electrodos (66). Para el péptido VPH 62, estas bandas
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aparecen en el angulo del rayo incidente de 90 °. Las bandas en el rango de 1560-
1510cm™! se asignan a la flexion N-H y el estiramiento simétrico N-C=O en la amida
II, para las superficies analizadas, estas bandas aparecen en el angulo incidencia de

10 °.

Para el péptido VPH 3.2, los espectros en los angulos incidentes mas bajos (10 y
20°) no muestran bandas en la region 4000-1660 cm™, y en los angulos incidentes
grandes (80 y 90 °), el ruido es mayor. Esto podria atribuirse a la inclinacién que
toman las moléculas peptidicas cuando se han organizado sobre la superficie de
oro. Bajo estos resultados la determinacion de las bandas principales del péptido y
sus cadenas laterales se centra en angulos incidentes intermedios. A su vez sugiere,
que el péptido VPH 62 cubre una mayor drea de la superficie del electrodo de oro

en comparacion con el péptido VPH 3.2.

Las vibraciones de flexion de los estiramientos de N-H y C-N en la amida III
aparecen a 1244 y 1232 cm’, respectivamente (66,67). Las frecuencias de
estiramiento asimétricas para los grupos -CHz- que estan presentes en la cadena
lateral del residuo 6-aminohexanoico y en la estructura central del péptido
aparecen en la regién de 2922-2833cm. En el péptido VPH 3.2, la banda de
estiramiento C-N de las aminas alifdticas primarias, secundarias y terciarias se
observa a 1037cm™. Para el péptido VPH 62, el estiramiento (COO-)sy y v(C-C)
presentes en el grupo carboxilato y en la cadena alifatica, se asignan en las bandas

1411 y 992 cm respectivamente.

Finalmente, la presencia de la banda de estiramiento C-S se confirma en la region
de 630-730cm?, junto con la usencia de una senal de frecuencia de estiramiento

S-H a 2550-2600cm™, indican que las moléculas peptidicas se auto ensamblaron en
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la superficie de oro a través de la formacion de enlaces oro - azufre. La asignacion

de sefales para cada péptido se resume en la Tabla 6-3.

Tabla 6-3. Asignacion de las sefiales de los espectros FT-IR para los electrodos de oro

modificados VPH 3.2| Auy VPH 621 Au.

Péptido Auto ensamblado

VPH 3.2 VPH 6:

Asignacion (cm™) (cm™)
Amida A-B v(N-H) 3392-3347 3392-3265
Amida I v(C=0) 1648 1646
Amida II 5(N-H), v(N-C=0) simétrico 1540 1539
Amida III v(C-N), d(N-H) 1244 1232
O(NHs*) asimétrico 2043 2222-2134
v(C-H), cadena alquilica (C-H, -CH>-) 2922-2832 2822
Tirosinav(O-H) e 3732-3680
TirosinatO-H) e 635
Vibraciones del anillo simétrico de la
Tirosina e 1614
Treonina v(O-H) 3606 0 -
Histidina v(N-H) heterocicio 3272 e
Asparagina v(C=0) 1604 e
Acido Glutdmico v(COO")sm 1442
Isoleucina &(CHs) sim 1373 e
Isoleucinaw6t(CHs) e 1323
Serina d(O-H) 1244 e
Lisina o(NHs*) 1155 1116
Lisina t(NHs*) 521 500
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6.3.3.2.  Estudio electroquimico de los electrodos modificados
Los electrodos policristalinos de oro fueron caracterizados electroquimicamente
por voltamperometria ciclica antes de su modificacion. El area activa del electrodo

desnudo se estim¢ utilizando la ecuacion de Randles-Sevcik (50):

i, = 2.69 X 105n3/2DAY/2Cy1/2

Donde Ip es la corriente maxima, n corresponde al numero de electrones
involucrados en la reaccion, C es la concentracion de la molécula sonda redox en el
seno de la solucion, D es el coeficiente de difusion de la sonda en el medio
(5,5x10°cm?.s1), v’ es la raiz cuadrada de la velocidad de barridos y A es el area
electroactiva (Aaa). A partir de los voltameperogramas obtenidos en un rango de
velocidades de barrido entre 10 y 100 mV.s?, se considerd graficar el logaritmo
natural de la corriente de pico catddico respecto al logaritmo natural de la

velocidad, con el fin de tener una ecuacion lineal:

1
Lnlye = 5Inv+ Ln [2,69x105n3/2D /2 AC]

A partir de esta se obtuvo el antilogaritmo de la ordena al origen logrando

determinar el area activa (Aact), que para este caso fue de 0,0240cm?.
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Figura 6-16. Determinacion del area activa del electrodo denudo. In Iy respecto In v del
Ru(NHs3)6Cls 1 Mm en solucién de KC1 0,5 M.

Para la determinacién del drea real (Areal) se utilizo la siguiente ecuacion:

Arear = Qauo (.UC)/ZOO(#C/CmZ)

En la que la carga asociada a la formacion de una monocapa de AuO cuando el
electrodo es oxidado a potenciales >0,9V en dacido sulfurico corresponde a
200 pC.cm? (43). Integrando el area bajo la curva (Figura 6-17) para la formacion
del primer 6xido de oro es posible determinar la carga asociada a este proceso, por
consiguiente, el drea de real (Area) del electrodo desnudo correspondid a 0,0257cm?.
La relacién entre Aral y Aact, corresponde al factor de rugosidad de la superficie
oro, que parea este caso se obtuvo un valor de 1,07, indicando que el electrodo de

Au es idealmente liso(68).
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Figura 6-17. Voltamperograma ciclico del electrodo de oro desnudo en H2501 0,50 M (A).
La limpieza electroquimica se realizo aplicando 20 ciclos entre 0 y +1,65 V en relacion con
el electrodo de Ag/AgCl. Para integrar el area bajo la curva, se utilizé la ampliacion

mostrada en (B).

La voltamperometria ciclica de los electrodos modificados muestra densidades de
corriente catddica y anoddica reducidas en comparacion con electrodo desnudo
(Figura 6-18, curvas b y c), lo cual es atribuible a la presencia de los péptidos
VPH 3.2 y VPH 62 anclados a la superficie del electrodo de trabajo. La molécula
sonda utilizada presento un comportamiento irreversible al evaluar el efecto de la
funcionalizacion del electrodo de trabajo con el péptido VPH 62
(AE = |Epa-Epc| =130 mV y |Ipa/Ipc| = 1.8), mientras que el electrodo modificado con
el péptido VPH 3.2 exhibi6 un AE de 69mV y ILw/lpcl = 1.6, similar al
comportamiento presentado por un proceso reversible. Los valores de Epc y Epa son
independientes de la velocidad de barrido para la modificacion con el péptido
VPH 3.2 (Figura 6-18B); por lo tanto, el sistema puede considerarse como
reversible [28]. Los parametros termodindamicos obtenidos de los

voltamperogramas (Figura 6-18) se muestran en la Tabla 6-4.
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Figura 6-18. Voltamperogramas ciclicos para electrodos policristalinos de oro, velocidad
de barrido de 80 mV.s-! (Panel A): Au desnudo (curva a), VPH 3.2/ Au (curva b) y VPH
621Au (curva c). Voltamperogramas ciclicos el electrodo HPV 32|Au a diferentes
velocidades de barrido (Panel B). Toda las mediciones fueron realizadas en Ru(NH3)eCls 1
mM en KCI 0,50 M a temperatura ambiente. Desorcion electroquimica de los péptidos
VPH 3.2 (Panel C) y VPH 62 (Panel D) usando 1, 2, 3, 4, 5, y 6 ciclos de voltamperometria
ciclica en KOH (0.5 M) con velocidad de barrido de 20mV.s™.

Las moléculas tioladas adsorbidas quimicamente en las superficies de oro se
desorben reductivamente en un medio basico. El potencial de desorcion depende
tanto de la resistencia del enlace azufre-oro como de las interacciones moleculares
entre las especies adsorbidas. El proceso de desorcion se puede describir mediante
la siguiente ecuacion: AuRS + e~ S Au + RS™(reaccion redox) (30,51,65). La

desorcion electroquimica reductiva de los péptidos auto ensamblados VPH 3.2 y
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VPH 62 se logré mediante voltamperometria ciclica en KOH 0,5 M, en un rango de
potencial desde el potencial corriente potencial nula (Ei = 0) hasta 1,4 V frente al
electrodo Ag/AgCl. En el primer ciclo para ambas modificaciones, se observé una
sefal de desorcion reductiva. Para el péptido VPH 3.2, el potencial de reduccion
fue de -1,06 V frente a Ag/AgCl, y para el péptido VPH 62 fue de -1,10 V vs.
Ag/AgCl. Estas senales de reduccion del recubrimiento desaparecen en el segundo
ciclo, lo que indica que los péptidos se adsorbieron en la superficie de oro a traveés
de un enlace covalente Au-S (Figura 6-18C-D). En el caso de la desorcién del
péptido VPH 62, se pueden ver dos sefales electroquimicas adicionales, a -0,9 y -0,8
V vs. Ag/AgC], lo cual indica tres configuraciones moleculares diferentes sobre el
electrodo de oro. Esto se puede atribuir a la interaccion de los grupos amino libres
de la secuencia peptidica con la superficie de oro, como se muestra en la Figura 6-

18D.

El factor de recubrimiento asociado con cada péptido se calculdé usando la
siguiente ecuacién: I' = Q/nFA, donde Q es la carga para la desorcion reductiva
(0,29 y 1,2 uC para los péptidos VPH 3.2 y VPH 62, respectivamente), n es el
numero de electrones transferidos por mol, F es la constante de Faraday (96,485
C.mol?) y A es el drea del electrodo [29]. Como se muestra en la Tabla 6-4, el factor
de recubrimiento del péptido VPH 3.2 (9,6x10" mol.cm?) fue menor que el
determinado para el péptido VPH 62 (40x10-"* mol.cm?). Esto podria ser causado
por un impedimento estérico, ya que el VPH 3.2 es mas voluminoso
estructuralmente en comparacion con el péptido VPH 62, obstruyendo la adsorcion
y la organizacion de mas moléculas peptidicas sobre la superficie del electrodo de
trabajo (Figura 6-14). En contraste, los valores de densidad de corriente son

menores para el electrodo VPH 621Au que para el electrodo de VPH 3.2|Au, lo
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cual indica que se cuenta con menor drea disponible para el proceso de
transferencia electrénica en la superficie del electrodo de oro modificado con el
péptido VPH 62, causada por un recubrimiento mayor de la superficie (Tabla 6-4).

Tabla 6-4. Parametros termodinamicos del proceso redox Ru(NHs)s**2usado para las
mediciones de corriente en los electrodos de Au denudo, VPH 3.21 Au y VPH 62/ Au.

r Ipc Ipa Epc Epa AE
Electrodo Ip/Ipa
(mol.cm2) (HA) (LA) (mV) (mV) (mV)
Au denudo 0 5145 4212 1.2 -205 141 64
VPH321Au 9.6 x107'' 4567  2.975 16 -208 -139 69
VPH 621 Au 40x107" 3803  2.108 1.8 247 117 130

Con el animo de evaluar el efecto del pH de la solucion del electrolito soporte en
las mediciones electroquimicas, se probaron dos moléculas sonda: (i) Ru(INHs)s**
(complejo cargado positivamente) y (ii) ferroceno (neutro), frente a los electrodos
de trabajo modificados con los péptidos VPH 3.2 y VPH 62. En el rango de pH entre
2y 5, se observd una reduccion en la densidad de corriente para el proceso redox
de la molécula sonda Ru(NHs)e*, en los electrodos de trabajo modificados, esto es
generado por la presencia de grupos funcionales ionizables segun el pH de trabajo
en ambas secuencias peptidicas (Figura 6-19A). En condiciones de pH bajo se
genera una carga neta positiva, causada por la protonacion de las cadenas laterales
de los aminoacidos Lys, Arg e His y el grupo amino N-terminal de ambos

péptidos. Esta carga positiva tiende a repeler el complejo Ru(NHs)s** provocando la
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reduccion en la densidad de corriente. Al evaluar el comportamiento de la
molécula sonda neutra (ferroceno), se observa una densidad de corriente baja y
constante en el rango de pH estudiado tanto para el electrodo de Au desnudo
como para los electrodos funcionalizados, no recomendable para su aplicacion en

monitoreos de esta naturaleza (Figura 6-19B).
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Figura 6-19. Efecto del pH sobre la densidad de corriente. Electrodos de trabajo: VPH
3.21 Au (circulos negros), VPH 621 Au (tridngulos negros) y Au desnudo (cuadrado negro).
Molécula sonda evaluada Ru(NHs)s** (Panel A) y ferroceno (Panel B).

6.3.4. Estudio de la interaccion - antigeno anticuerpo en la superficie de
electrodos modificados quimicamente

Para la evaluacién de la interaccidon antigeno-anticuerpo se escogio la técnica de
voltametria de onda cuadrada (SWV) por sus ventajas con respecto a la
voltamperometria ciclica, especialmente por la capacidad de suprimir el ruido de
fondo, trabajando a concentraciones de analito considerablemente menores(50). En
la Figura 6-20 se observa una reduccion significativa y diferenciable en la densidad
de corriente cuando el electrodo VPH 3.21 Au fue evaluado frente a una dilucién

1:5000 de suero post-III inmunizacion ((VPH 3.1)n) obtenida de conejos Nueva
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Zelanda, en comparacién al comportamiento mostrado al someter la modificacion

a una dilucion de la misma concentracion del suero preinmune.

Adicionalmente, el electrodo VPH 6:21Au se retd frente a sueros post-III
inmunizacion (VPH 64) y preinmunee, sin evidenciar una repuesta especifica en
diluciones 1:5000 (ver Anexo E). Estos resultados sugieren la posibilidad de
monitorear la interaccion antigeno-anticuerpo en la superficie de electrodos de oro
modificadas con el péptido VPH 3.2, siendo esta funcionalizacion promisoria para

el desarrollo de un biosensor para la deteccion de la infeccion por VPH en muestra

sanguineas.
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Figura 6-20. Deteccion de anticuerpos policlonales anti-VPH 3 (dilucién se los sueros PI'y
PIII 1:5000 en PBS 0,1 mol.L-1, pH = 7,4) usando el electrodo VPH 3.2 Au por SWV, bajo
las siguientes condiciones; amplitud del pulso 25 mV, escalones de potencial 4 mV, rango
de escaneo de 50 hasta -400 mV y frecuencia de 15 Hz. La densidad de corriente para el
electrodo de Au desnudo fue de -575 pA.cm? (a ~ 0,2V). Todas las mediciones se
realizaron usando una solucién de Ru(NHs)sCls 1 mM en KCl 0,50 M, a temperatura

ambiente.
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7.CONCLUSIONES

Se obtuvieron péptidos sintéticos analogos de la proteina L1 del VPH, con la capacidad de
inducir anticuerpos policlonales en modelo animal de ratones BALB/c y conejos Nueva

Zelanda.

Se logro la funcionalizacion de la superficie de electrodos de oro, mediante la modificacion
fisica del electrodo usando el polimero Nafion® y el péptido (Fc)-Ahx-SPINNTKPHEAR,
logrando diferenciar la formacion en superficie del complejo antigeno-anticuerpo usando

mediciones amperométricas.

Se funcionalizaron quimicamente superficies de electrodos oro con el péptido C-Ahx-
SPINNTKPHEAR y con el dimero (YIK)-Ahx-C, siendo caracterizadas por
voltamperometria ciclica. Estas superficies funcionalizadas permitieron monitorear la
interaccion antigeno - anticuerpo para el péptido C-Ahx-SPINNTKPHEAR, mediante

voltametria de onda cuadrada.
Se evidenciéd que péptidos derivados de la secuencia SPINNTKPHEAR que contienen

ferroceno y cisteina son inestables, siendo inviables para la funcionalizacion quimica de

superficies de electrodos de oro.
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10. ANEXOS

ANEXO A. Comportamiento de la sintesis de los péptidos VPH 1, VPH2 y VPH
3.

Se muestran los ciclos de acople que fueron necesarios para tener una prueba de
Kaiser negativa durante la incorporaciéon de cada uno de los aminoacidos de la

secuencia.
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ANEXO B. Caracterizacion de los péptidos sintéticos obtenidos

A continuacion, se muestran los resultados de la caracterizacion de los péptidos
obtenidos en esta investigacion. La informacion esta distribuida de la siguiente
manera: Panel A. Cédigo, secuencia, estructura y masa monoisotopica del péptido.
Panel B. Perfil cromatografico del producto crudo. Panel C. Perfil cromatografico
del producto obtenido después de su purificacion. Panel D. Espectro de masas del

péptido puro.
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VPH 3: SPINNTKPHEAR
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ANEXO C. Determinacion del titulo mediante ensayo de ELISA para sueros de
ratones BALB/c

En las graficas que aparecen a continuacion se presenta el codigo y la secuencia en
la parte superior, la grafica A y B muestran el titulo para el suero de los ratones 1 y
3 respectivamente. Las barras de color negro corresponden a la absorbancia para el
suero Post III y las de color rojo corresponden a la absorbancia obtenida para el

suero preinmune.
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ANEXO D. Determinacion del titulo mediante ensayo de ELISA para sueros de

conejos Nueva Zelanda

Las graficas A y B presentadas a continuacion muestran el titulo para el suero de
los segundos conejos inmunizados con los péptidos VPH 64 y (VPH 3.1)n,
respectivamente. Las barras de color negro corresponden a la absorbancia para el
suero Post III y las de color rojo corresponden a la absorbancia obtenida para el

suero preinmune.
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ANEXO E. Deteccion de anticuerpos policlonales anti-VPH 6

En la siguinte grafica se muestra la deteccion de anticuerpos policlonales
anti-VPH 6 (dilucién se los sueros PI y PIII 1:5000 en PBS 0,1 mol.L-1, pH = 7,4)
usando el electrodo VPH 6:21Au por SWYV, bajo las siguientes condiciones;
amplitud del pulso 25 mV, escalones de potencial 4 mV, rango de escaneo de 50
hasta -400 mV y frecuencia de 15 Hz. La densidad de corriente para el electrodo de
Au desnudo fue de -575 pA.cm-2 (a ~ 0,2V). Todas las mediciones se realizaron

usando una solucion de Ru(NHs3)Cls 1 mM en KCl 0,50 M, a temperatura

ambiente.
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ANEXO F. 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 solida esta conformada 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 mads aceptados para cada uno de estos pasos se

exponen a continuacion.

i Remocién del grupo Fmoc
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ii. Activacién del aminoacido
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iii. Acople del aminoacido
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iv. Test de Kaiser
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