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SINTESIS QUIMICA DE PEPTIDOS PARA EL INMUNODIAGNOSTICO
DEL HTLV' Y HIV
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8 dejulio del 2004.

TRABAJO PRESENTADO EN OPCION AL GRADO CIENTIFICO DE DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS.

El desarrollo de la protedmica y la genémica ha permitido la busqueda de péptidos potencialmente Utiles como reactivos
bioldgicos y de considerable importancia en las investigaciones en el area de las ciencias médicas y naturales. A raiz de ello, la
sintesis de péptidos se ha aplicado actualmente para la identificacién y caracterizacién de determinantes antigénicos en las
proteinas, para el desarrollo de vacunas obtenidas por métodos no convencionales, asi como antigenos especificos en ensayos de
diagnéstico para la deteccion de anticuerpos contra determinados agentes etioldgicos.

En 1963 Robert B Merrifield revoluciond la sintesis de péptidos mediante el desarrollo de la sintesis en fase sélida lo que
permitié que se incrementara la obtencion de péptidos en el mundo entero de forma vertiginosa para su empleo en las ciencias
biomédicas fundamentalmente.

Una de las aplicaciones mas importantes de los péptidos es como antigenos en el desarrollo de ensayos diagnésticos. El
procedimiento mas empleado para localizar los determinantes antigénicos en las proteinas es mediante inmunoensayos heterogé-
neos de tipo indirecto, que requieren la adsorcion de los péptidos sintéticos a una fase sélida. Sin embargo, la mezcla de dos o
mas antigenos en esta, puede afectar la sensibilidad y especificidad de los ensayos, debido a la competencia por la adsorcién a la
fase sélida y por los cambios que se presentan en la distribucién espacial de los determinantes antigénicos en los péptidos
adsorbidos. Por tal motivo, hoy dia existe la tendencia al uso de péptidos sintéticos quiméricos, moléculas que presentan en su
composicién, varios epitopos inmunodominantes, lo que garantiza que el péptido adquiera una estructura espacial semejante a la
nativa y se garantice una eficiente adsorcion a la fase sélida.

Los péptidos sintéticos son ampliamente utilizados en pruebas diagndsticas para la deteccion de anticuerpos al virus de la
inmunodeficiencia humana (Human Immunodeficiency Virus, HIV) y al virus linfotrépico de las células T humanas (Human T-cell
Lymphotropic Virus, HTLV), lo que permite el incremento de la sensibilidad de los ensayos sin afectar la especificidad.

El objetivo fundamental del trabajo fue, obtener mediante sintesis quimica, en fase sélida, péptidos quiméricos, no descritos,
correspondientes a secuencias antigénicas de las proteinas del nicleo, de la transmembrana y de la envoltura del HIV 1y 2 y HTLV-
I/Il'y llevar a cabo la evaluacion inmunolégica, de los péptidos sintetizados para ser utilizados, posteriormente, como antigenos en
ensayos para la deteccién de anticuerpos especificos a estos agentes etioldgicos, en la certificacion de la sangre de donantes y en
la vigilancia epidemiolégica.

Para alcanzar este objetivo general fue necesario cumplir los objetivos especificos siguientes: seleccionar, sintetizar y evaluar
péptidos monoméricos de las regiones inmunodominantes del ndcleo, de la transmembrana y de la envoltura de los virus del
HTLV-I/Il'y del HIV 1y 2; disefar, sintetizar, caracterizar y evaluar péptidos quiméricos, no descritos, que presentan dos regiones
inmunodominantes, de comprobada reactividad, para la deteccién de los virus de HTLV-I/Il y HIV 1y 2 ; estudiar la influencia que
ejerce el orden de ubicacién de los epitopos en los péptidos quiméricos sobre su antigenicidad. Por Ultimo, proponer una formu-
lacién de antigenos peptidicos sintéticos para la deteccion del virus del HTLV-I/II.

En el trabajo, se sintetizaron péptidos correspondientes a diferentes proteinas de los virus HIV 1y 2 y HTLV | y Il. Para el HIV se
obtuvieron los péptidos monomeéricos siguientes: proteina p24 (C-14 y C-15), proteina gp41 (A y H-18) y proteina gp120 [gp120
(3) y C-12) del HIV-1y de la proteina gp36 (gp36 (5)] del HIV-2.

Ademads, se sintetizaron péptidos quiméricos que comprendian dos regiones muy antigénicas del virus: péptido quimérico de la
proteina p24 (PQ1y PQ2), péptidos quiméricos de las proteinas gp41y gp120 [Q (C-1), Q(C-1-1), Q (C-15), Q (C-15-1), Q (C-16), Q(C-16-
DI

Para el HTLV-l y Il se sintetizaron los péptidos monomeéricos siguientes: proteina p19 [p19 (G) y p19 (3)), proteina gp46 (gp46
(D-4), gp46 (D-5), gp46 (D-16-1), gp46 (D-17-1), gp46 (H)] y proteina gp21 [gp21 (13), gp21 (M-1) y gp21 (M-2)]. También se
sintetizaron péptidos quiméricos que combinaban dos secuencias antigénicas de dos regiones del virus: de las proteinas p19 y
gp46 (HTLV-I) (Q-1, Q-2, Q-37, Q-47, Q-5, Q-6, Q-7" y Q-8 y de las proteinas p19 y gp46 (HTLV-I) (Qm1 y Qm?2), de las proteinas
gp21y gp46 (HTLV-) (QQ3 y QQ4) y de las proteinas gp21 y gp46 (HTLV-1)(QQ5 y QQ6).

Todos los péptidos se purificaron por cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC), con lo que se obtuvo
mas de un 90 % de pureza para cada péptido. Posteriormente, los péptidos se caracterizaron por espectrometria de masas con
ionizacién por electrospray (ESI-MS) y con desorcidn e ionizacién por laser auxiliado por matriz (MALDI-Tof) y se encontré que las
masas moleculares registradas en los espectros se correspondieron con las calculadas tedricamente.

Se empled la prueba exacta de Fisher para valorar las diferencias de reactividad de cada péptido dentro del conjunto de suero
control utilizado. Todos los resultados fueron procesados con el paquete estadistico Statistica 6.0 para Windows.
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La deteccién del virus de HIV se realizé mediante la mezcla de diferentes regiones inmunodominantes del virus con el objetivo
de incrementar el espectro de identificacion de los anticuerpos.

Se conoce que la antigenicidad de un péptido sintético se puede incrementar si se combinan dos 0 mas zonas inmunodominantes
de la proteina natural, para formar lo que es llamado péptido quimérico.

Uno de los objetivos del trabajo fue la sintesis de péptidos quiméricos de H/V de la proteina p24 y de secuencias combinadas
de las glicoproteinas gp41-120.

Con el objetivo de obtener epitopos conformacionales de la proteina p24 se decidi6 sintetizar péptidos quiméricos aiin no
descritos.

La reactividad de los péptidos quiméricos y monoméricos independientes y de la mezcla de los Ultimos, se evalué frente a
muestras positivas al HIV-1 procedentes de un Sanatorio y se empled como control la proteina recombinante p24 (Heber Biotec,
Ciudad de La Habana).

Los resultados de la evaluacién de los péptidos no fueron satisfactorios. Esto se pudo deber, posiblemente, a que los péptidos
son débilmente adsorbidos a la fase sélida, y(o) los péptidos quiméricos no logran simular la conformacién espacial de los
epitopos cuando se unen a la fase sélida.

Teniendo en cuenta la carga de los péptidos y con el objetivo de dilucidar cudl es el factor que afecta los resultados de su
evaluacién, se decidié cambiar la fase sélida de las placas ELISA por placas de poliestireno recubiertas con poli-L-lisina. Debido a
que la adsorcién de los péptidos a las placas debe ser mayor, ya que la carga positiva que confiere el policatién de poli-L-lisina a
la superficie de la fase sélida debia aumentar la participacién de las interacciones electrostaticas en la adsorcién de los péptidos
cargados negativamente durante la etapa de recubrimiento en las placas ELISA.

En este caso, la reactividad de los péptidos quiméricos, de los monoméricos y de la mezcla de estos aumento significativamen-
te (p < 0,01), cuando se utilizé como fase sélida placas de poliestireno recubiertas con poli-L-lisina en comparacion con las placas
UMELISA

Si bien, la adsorcién de los péptidos se incrementd al emplear poli-L-lisina, la antigenicidad de los péptidos quiméricos no
resultd superior que la de los péptidos monoméricos que la originan (igual nivel de significacion).

Resulta de sumo interés en el diagndstico, la sintesis de péptidos quiméricos que relinan en sus secuencias regiones
inmunodominantes de las proteinas gp41 y gp120 debido a las caracteristicas inmunolégicas de cada proteina per se.

Teniendo en cuenta este interés se disefiaron y sintetizaron seis péptidos quiméricos, no descritos que combinaban las secuen-
cias de las regiones 585-613 y 589-623 de la proteina gp41, reportadas como zonas de gran inmunodominancia, con diferentes
secuencias antigénicas de la proteina gp120 de la envoltura del HIV-1.

La antigenicidad de los péptidos quiméricos y monoméricos independientes, de la mezcla de estos Ultimos y de las proteinas
recombinantes gp 41y gp 120, se probd en un ensayo UMELISA mediante el empleo de muestras positivas al H/V-1, procedentes
de los paneles PRB-106, PRB-952 y muestras positivas al H/V-1/2 del panel combinado PRZ-204 (Boston Biomedica Inc, BBI).

Los péptidos quiméricos resultan, de manera general, mas antigénicos que los péptidos monoméricos que los conforman y
que las mezclas de ellos. El péptido quimérico Q(C-15), resulté la quimera de mayor antigenicidad (p < 0,01).

Otro de los objetivos de este trabajo fue seleccionar una secuencia inmunodominante de la regién N-terminal de la proteina
gp36 del HIV-2.

La antigenicidad del péptido gp36 se evalud, mediante el empleo de muestras positivas al H/V-2 del panel combinado HIV-1/2
PRZ-204 (BBI) y cinco muestras positivas al H/V-2 procedentes del Centro de Investigaciones del SIDA (LISIDA). El péptido present6 una
elevada reactividad frente a las muestras positivas evaluadas y un 100 % de especificidad frente a muestras positivas al H/V-1.

Elvirus HTLV presenta proteinas de las regiones del niicleo, la transmembrana y la envoltura, con diferente grado de antigenicidad.
Las proteinas p19 del nlcleo y gp46 de la envoltura son antigenos virales predominantes que estimulan la produccién de anticuer-
pos en los individuos infectados con HTLV-I/Il. Con el objetivo de obtener un péptido que contuviera dos representaciones
inmunodominantes de las proteinas p19 y gp46 para la deteccién del virus del HTLV-I y HTLV-II se sintetizaron 10 péptidos
quiméricos, no descritos, (ocho para HTLV-I'y dos para HTLV-II), en los cuales se alternaron el orden de los epitopos seleccionados.
Se conocen reportes de la obtencién de anticuerpos contra aislamientos del HTLV-I, en los que en la posicion 192 de la proteina
gp46 esta presente el aminoécido prolina (P) por serina (S) en la proteina. En el trabajo se tuvo en cuenta esta sustitucién con el
objetivo de estudiar el efecto del cambio del aminoacido P (no polar), por el aminoécido S (polar) sobre la antigenicidad de los
péptidos frente a las muestras evaluadoras.

La actividad bioldgica de los péptidos quiméricos y mondmericos independientes y de la mezcla de estos Ultimos, se evaludé
con muestras del panel PRP-205 (BBI) y siete muestras positivas al HTLV-I del LISIDA.

Los péptidos quiméricos mas antigénicos para el HTLV-I fueron el Q-1 y el Q-2. Al comparar los resultados entre ellos, se
observd que en el caso del péptido Q-2, se presenta una mayor reactividad contra las muestras del HTLV-Il que el péptido
quimérico Q-1 (aunque no se encontraron diferencias significativas).

Al analizar los resultados obtenidos en la evaluacién de los péptidos Q-3% y Q-4%, que contienen el A.a. serina (polar) por el A.a
prolina (no polar) en la posicion 192 de la secuencia de la proteina gp46, se observé que presenta una menor reactividad que sus
homologas Q-1 y Q-2 que contienen el aminoéacido P, pero estadisticamente no hay diferencias significativas.

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad de los ensayos, se aumenté el nimero de aminoacidos en la secuencia de la
proteina gp46 de los péptidos Q-1 y Q-2, lo que dio origen a sus homologos Q-5 y Q-6. Estos péptidos, aumentados en 13 A.a.,
conservaron la zona inmunodominante de la secuencia de la proteina gp46. Contrario a lo esperado, la antigenicidad de los
péptidos Q-5 y Q-6 disminuyé significativamente (p < 0,05) con respecto a Q-1 y Q-2. Este resultado sugiere que los péptidos Q-
1y Q-2 se encuentran unidos adecuadamente a la fase sélida y que al incrementarse el nimero de residuos de aminoacidos la
conformacién espacial de la molécula debe cambiar y los determinantes antigénicos pueden quedar ocluidos, dificultandose su
reconocimiento por los anticuerpos.De manera similar que los péptidos Q-3 y Q-4%, en los péptidos Q-7 y Q-8", homdlogos de
los péptidos Q-5 y Q-6, se sustituyd el aminoacido P por el aminoacido S en la posicién 192 del péptido gp46. Los resultados entre
ellos no fueron significativamente diferentes.
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En el caso del par quimérico correspondiente al HTLV-II (Qm-1 y Qm-2), el péptido de mayor antigenicidad fue el Qm-2,
aungue estadisticamente, no se observaron diferencias significativas.Con el objetivo de tratar de unir dos zonas inmunodominantes
representativas de la proteina precursora de la envoltura se sintetizaron cuatro péptidos quiméricos, aiin no descritos, formados
por secuencias antigénicas, de las proteinas gp21 y gp46. Se obtuvieron dos péptidos de secuencias del virus tipo | (QQ3 y QQ4)
y dos del virus del tipo Il (QQ5 y QQ6). Las quimeras sintetizadas, en cada caso, fueron obtenidas con su homdloga inversa. Los
péptidos quiméricos QQ3, QQ4, QQ5 y QQ6 se evaluaron frente a las muestras positivas del panel PRP-205 (BB/) y con muestras
positivas al HTLV-I (LISIDA).

Al comparar los resultados obtenidos entre las quimeras y los péptidos monoméricos que las conforman para el tipo |, la
antigenicidad de la quimera QQ3 resulté significativamente superior. Entre las quimeras QQ3 y QQ4 no hubo diferencias signifi-
cativas (p = 0,07 0J0,05) a pesar que QQ3 presenta una mayor antigenicidad (94 y 67 %, respectivamente).

En el par QQ5/QQ6 para la deteccion del HTLV-II, el péptido QQ5 es el mas reactivo, aunque su nivel de significacién es
insuficiente (p = 0,192).

En el trabajo se corrobord, mediante los ensayos de evaluacion de la antigenicidad de los péptidos monoméricos (C-14 y C-15)
y quiméricos (PQ1 y PQ2) y la proteina recombinante p24 del HIV-1 en placas de poliestireno irradiada con rayos g y recubiertas
con poli-L-lisina, mediante los ensayos UMELISA®, que la antigenicidad de la proteina p24 del virus H/V-1 es dependiente de la
conformacion espacial.

Mediante los ensayos UMELISA®, se demostrd que el péptido quimérico Q(C-15) constituido por regiones inmunodominantes
de las proteinas gp41 y gp120 del virus de HIV-1, es significativamente antigénico que los péptidos monoméricos que los confor-
man.

Se determiné mediante los ensayos UMELISA® que el factor que significativamente influye sobre la antigenicidad en los
péptidos quiméricos Q-1/Q-2 y Q-5/Q-6 contra Q-37/Q-4"y Q-79/Q-8", formados por secuencias de las proteinas p19 y gp46 del
virus tipo |, es el incremento del nimero de aminoéacidos (de 18 a.a a 31 a.a, en la secuencia de la gp46) entre los pares de los
péptidos y no el cambio de aminoécido prolina (A.a. no polar, en la secuencia de la gp 46,) por el aminoécido serina (A.a. polar).
En el estudio de antigenicidad de los péptidos monoméricos y quiméricos del HIV-1, HIV-2, HTLV-l y HTLV-II, se encontrd que las
mezclas antigénicas formadas por los péptidos sintéticos: quimérico Q-2 (gp46-p19, HTLV-I), quimérico QQ-5 (gp21-gp46) (HTLV-
1)y gp21(13) (HTLV-1) y la mezcla de los péptidos: quimérico Q(C-15) (gp41-gp120, HIV-1), gp36 (HIV-2) y la proteina recombi-
nante p24 (HIV-1) son significativamente sensibles y especificos para la deteccion de los anticuerpos al HTLV-I/Il 'y HIV-1/2, respec-
tivamente.

La tesis doctoral esta dividida en Introduccién, y tres capitulos dedicados a: Revisién Bibliografica, Materiales y Métodos y
Resultados y Discusién, seguido de las Conclusiones y Recomendaciones. Cuenta con un total de 44 tablas, 21 figuras, 254
referencias bibliograficas y 9 anexos. Cada uno de ellos, describe después de una introduccion, los aspectos siguientes: virus de la
inmunodeficiencia humana (estructura del virus, homologia entre los virus H/V1 y 2; virus linfotropico de las células T humanas
(estructura del virus, homologfa entre los virus HTLV | y II), deteccién de los virus HIV'y HTLV; los ensayos ELISA y los factores que
influyen en la eficiencia (fase sélida en los ensayos ELISA, tipos de fase sélida; biomoléculas (péptidos sintéticos del HIV y HTLV);
péptidos quiméricos y multiantigenos (MAP) empleados en los ensayos biolégicos. Los materiales y métodos incluyen la descrip-
cién detallada de la sintesis quimica de los péptidos en fase sélida, asi como la purificacién de estos por cromatografia liquida de
alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) y la caracterizacion por espectrometria de masas con ionizacion por electrospray (ESI-MS)
y MALDI-Tof de los péptidos sintetizados. Ademas, se describe la herramienta estadistica usada. En los resultados se plantean los
péptidos con mayor reactividad frente a las muestras positivas caracterizadas.

En la tesis se presentan 11 publicaciones de la autora relacionadas con los resultados presentados en la tesis, ocho de ellas,
publicadas en revistas de alto factor de impacto. Un registro de diagnosticador. Los resultados de este trabajo han sido presenta-
dos en dos foros nacionales y en 9 internacionales.

La Oficina Cubana de la Propiedad Industrial otorgd dos patentes relacionadas con el tema de la tesis y otra mas, esta
solicitada.

Parte de los resultados fueron sometidos en 2002 a un Comité de Expertos de la Academia de Ciencias de Cuba, el cual les
otorgd el Premio Anual de la Academia de Ciencias de ese afo.

La novedad cientifica del trabajo radica en que se sintetizan péptidos quiméricos aln no descritos que permiten detectar
anticuerpos contra ambos virus, por lo que pueden ser utilizados como antigenos para el diagndstico y estudios asociados a las
patologias que provocan.

La importancia practica del trabajo radica en que establecié la metodologia de sintesis de péptidos quiméricos a utilizar como
antigenos en el diagnéstico inequivoco y reproducible de los virus de HTLV-I/Il y HIV 1y 2. Lo anterior condujo a un importante
abaratamiento de los estuches de diagndstico a utilizar con la Tecnologia SUMA que para estos fines desarrolla el Centro de
Inmunoensayo. Como es conocido por medio de esta tecnologia se realiza el pesquisaje masivo de diferentes agentes etiolégicos
de enfermedades infecciosas.
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