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RESUMEN

El virus de papiloma humano tipo 16
(HPV-16) es la principal causa de cincer
entre las mujeres en Colombia. Es impor-
tante desarrollar pruebas de bajo costo v
confiables para detectar la presencia de
este virus en las primeras etapas de laen-
fermedad. Los péptidos pueden ser usa-
dos para detectar anticuerpos en Sueros,
pero a menudo no son activos. Sin embar-
go, péptidos restringidos que imiten epi-
topes conformacionales pueden ser mas
efectivos. La prediccion de las caracteris-
ticas estructurales de la oncoproteina
HPV16-E7, segin el algoritmo de Gar-
nier, muestra tres estructuras en o-hélice
y una estructura en bucle. Con el fin de
identificar epitopes conformacionales en
la oncoproteina HPV16-E7, se tomaron
sueros de pacientes con carcinoma cervi-
cal invasivo que presentaron alguna reac-

cion en ensayos preliminares de ELISA
con péptidos lineales, y se ensayaron con-
tra péptidos restringidos conformacional-
mente. Un péptido con restriccion con-
formacional a a-hélice presenté una
fuerte reaccion con los sueros de pacien-
tes con carcinoma cervical invasivo y nin-
guna reaccion con sueros de mujeres sa-
nas. [Estos resultados preliminares
indican que, al usar péptidos con restric-
cion conformacional, se puede incremen-
tar la reacci6n antigeno-anticuerpo e
identificar marcadores para pruebas sen-
cillas de diagnéstico de HPV-16.

ABSTRACT

Human papillomavirus types 16
(HPV-16) is the major cause of cancer
among women in Colombia. It is impor-
tant to develop reliable inexpensive tests
for the presence of this virus as a prelude
to early intervention. Peptides can be
used 1o detect antibodies in sera but are
often inactive. However, constrained
peptide mimics of conformational epito-
pes could be more active. Structural fea-

1 Instituto de Inmunologia, Hospital San Juan de Dios, Universidad Nacional de Colombia, Av. 1 No, 10 - 01, Bogotd,

Colombigs. *A quien se debe enviar la carrespondencia.

Instituto Nacional de Cancerologia. Bogotd.
The Burnham [nstitute, La Jolla, CA 92037, USA.

oW

Departamento de Quimica, Universidad Natiomal de Colombia, Bogotd.



REVISTA COLOMBIAMA DE QUIMICA; VOLUMEN 29, Na: 2 OF 2000

tures of the HPV16-E7 oncoprotein s
predicted by the algorithm of Garnier
show three o-helical structures and a
loop-like structure. In order to identify
conformational epitopes on the HPV16-E7
oncoprotein, sera from women with inva-
sive cervical carcinoma which showed any
reactivity with linear peptides were tested
against conformationally restricted pepti-
des. One peptide which was conformatio-
nally restricted to an a-helix showed a
strong positive reaction with sera from
women with invasive cervical carcinome,
and no reaction with sera from healthy
women. These preliminary results indica-
te that by using a conformationally res-
tricted peptide, it is possible to achieve
significant improvements in the antigen-
antibody reaction. It also identifies a sim-
ple diagnostic test for HPV-16.

Abreviaturas: Fmoc, 9-fluorenil-
metoxicarbonile: -Boc, t-butoxicarbo-
nile; O, Orn, ornitina; BSA, albtimina
sérica bovina; ELISA, ensayo inmu-
noenzimatico (enzime-linked immuno-
sorbent assay); PBS, tampon salino de
fostato.

INTRODUCCION

El cancer cervical es la causa principal
de cancer en la mujer en los paises del ter-
cer mundo. En un alto porcentaje de car-
cinomas cervicales se ha detectado el ge-
noma del virus de papiloma humano,
HPV, asociindose la infeccion de este vi-
rus con el desarrollo de cdncer. Los HPV
{tabla 1) son pequerios virus de DNA que
infectan las células epiteliales e inducen
lesiones en la piel y en ¢l tejido mucoso
del cuello uterino. La mayoria de los car-
cinomas cervicales contienen y expresan
secuencias de HPV tipo 16 y 18, conside-
rados de alto riesgo (1, 2).

La oncoproteina viral E7 es considera-
da como factor clave en la aparicion de
tumores (3-4). En un trabajo previo se
realizo un barrido de la oncoproteina
HPV16-E7 por medio de 13 péptidos li-
neales sobrelapados en 14 residuos y se
encontrd reactividad en sélo des de los
péptidos con sueros de pacientes con cin-
cer cervical. El péptido lineal entre los re-
siduos 1-20 presentaba reaccion (con 9%
de los steros), mientras que el siguiente

Tabla 1. Enfermedades asociadas al virus de papiloma humano (HPV).

Tipo de HPV Enfermedad

2,4, 29,57 Verruga vulgaris

1,2, 4, 10 Verruga planitaris v plana

5. 8. 19-25, 36, 46, 47. 50 Epidermodisplasia verruciforme
6,11,42, 54 Condiloma acuminato anogenital

42,43, 45, 51, 52, 56, 58

16, 18, 30, 31, 33-35, 39, 40,

Neoplasia intraepitelial, carcinoma cervical

30, 40

Lesiones orales. carcinoma de laringe

27

Verrugas cutdneas (pacientes trasplante renal)
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péptido entre los residuos 6-25 no la pre-
sentaba; el mismo resultado se encontré
con el péptido entre los residuos 66-85
(11%), el cual manifestd cierta reactivi-
dad, mientras que en los péptidos anterior
(residuos 61-80) y posterior (residuos
71-90) no se presenté reaccion alguna
(5). La prediccion de las caracteristicas
estructurales de la oncoproteina HPV16-
E7 segiin el algoritmo de Garnier muestra
tres estructuras en «-hélice en los seg-
mentos comprendidos entre los residuos
11-17, 27-38 y 75-83, y una estructura en
bucle entre los residuos 54-74 (figura I).

Mimos conformaciona-
les pueden ser usados como

determinantes de estructura
en proteinas, para estudios
de estructura-funcion y
pueden enconlrar usos
practicos como agenies
acomplejantes, drogas y
vacunas sintéticas. La base
conceptual de este enfoque
prevé un mejoramiento sig-
nificativo en estas reaccio-
nes cuando se alcanza la
complementaridad cspacial de las partes
involucradas. El método de Satterthwait y
colaboradores (6-9), usado en este traba-
jo. se basa en el remplazo de un puente de
hidrégeno definido estructuralmente en el
esqueleto peptidico (NH:--  O=CRNH)
con un mimo covalente, un enlace doble
C =N, en la forma de un ligando de hi-
drazona (N-N=CHCH:CH:). Se liene
evidencia experimental de que este li-
gando estabiliza péptidos predetermina-
dos como estructuras secundarias co-
munes en agua (10). De acuerdo con las
predicciones de Garnier, se sintetizaron
péptidos con estructura tridimensional

- W

c-hélice

restringida que permitieran observar la
influencia de la conformacion en la reac-
cién antigene-anticuerpo y determinar la
existencia de epitopes conformacionales
en la proteina.

PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis de los péptidos. Se sinteti-
zaron nueve péptidos, utilizando la me-
todologia de sintesis de péptidos en fase
solida propuesta por Merrifield (11) y
la modificacion en sintesis mualtiple de
Houghten (12), por las estrategias fmoc

— o — W T T A, — I~

modelos para identificar ;7 97

38 54 58 66 70 75 83 94

(T

hebra [ bucle

Figura 1. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina
HPV16-ET7 de acuerdo con ¢l algoritmo de Garnier. Los niime-
ros indican la posicion ¢n donde probablemente se inicia y-o ter-
mima la prediccion de estructura secundaria.

y t-Boc. Para estas estrategias sc siguie-
ron los protocolos estandar descritos en
un articulo anterior (13). En la tabla 2 se
daun listado de los péptidos sintetizados.

Los péptidos con el mimo de hidrazo-
na, JLAZ-, se sintetizaron por la estrate-
gia fmoc, siguiendo los protocolos del
grupo de Satterthwait (7, 9, 14). El pép-
tido con el ciclo DAO- se sintetizé com-
binando las estralegias fmoc y i-Boc
(15). El péptido con restriccion a bucle
se sintetizd por la estrategia fmoc si-
guiendo el protocolo establecido por el
grupo de Kessler (14, 16). Los péptidos
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Tabla 2. Péptidos lineales y con restriccion conformacional de la proteina HPV16-E7 y

un control negativo de una proteina de malaria sintetizados. .
Péptido Restriccion Secuencia Posicion
| 1-058 hélice-1 JLAZ-TLHEYMLDLQ-GGG 7-16

1-066 hélice-1 DAO- LHEYMLDLQ-C 8-16

1030 lineal-1 MHGDTPTLHEYMLDLQPETT-C 1-20

1-059 hélice-2 JLAZ-QLNDSSEEEDEI-GGG 27-38

J-071 lineal-2 QLNDSSEEEDEI 27-38 _
J-051 bucle JETFC CKCDSTLRLCVQ 55-70

J-070 lineal-bucle VTFCCKCDSTLRLCVQ 55-70

890 lineal [RLCVQSTHVDIRTLEDLLMG 66-835

1040 Control (-) GYSLFQKEGMVLNEGTSGTA Malaria

se purificaron por cromatografia liquida
de alta eficiencia en fase reversa (RP-
HPLC) y se caracterizaron por espectro-
metria de masas MALDI-TOF (17). El
modelo de Satterthwait (sitio de nuclea-
cion JLAZ-) ha demostrado su efectivi-
dad para estabilizar secuencias con ten-
dencia a formar a-hélice en estudios
estructurales y antigeénicos (9-10). Nues-
tro grupo probo en este trabajo el sitio de
nucleacion DAO, del cual se estin lle-
vando a cabo estudios de tendencia es-
tructural por dicroismo circular.

Prueba de ELISA. Los péptidos sin-
tetizados se probaron contra cinco sueros
de mujeres con cincer cervical (sueros
471, 1061, 1072, 1126, 1180) que asisten
al Instituto Nacional de Cancerologia, vy
cinco sueros de mujeres con citologia
normal (sueros 215, 216, 234, 257, 259).
Los sueros se trabajaron en diluciones de
1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200 'y 1/6400
en BSA del 1% en PBS. Se utilizé como
segundo anticuerpo anti y-1gG peroxidasa
(Sigma, St. Louis, MO, USA) diluida

10

1/5000 en BSA del 1% en PBS-Tween.
Las lecturas de densidad optica se lleva-
ron a cabo en un titulador de ELISA a una
longitud de onda de 450 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con lo observado en los
cromatogramas analiticos y confirmado
por espectrometria de masas, se obtuvo el
producto con la secuencia esperada en
cada uno de los casos. Por medio del ensa-
yo de ELISA se determino si habia reco-
nocimiento de los sueras de pacientes con
cincer cervical y se comparé ademds la
reactividad hacia péptidos con restriccion
conformacional con respecto a la reactivi-
dad hacia sus homdlogos lineales. Ningu-
no de los sueros de mujeres sanas presento
reactividad en ELISA con los péptidos li-
neales o con restriccién conformacional.

Los resultados de la prueba de ELISA
se muestran en la figura 2. Se observa un
incremento muy significativo en la reacti-
vidad al restringir la estructura en la re-
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Figura 2. Titulos de los sueros 471, 1061, 1126, 1180 y 1072 de pacientes con cincer cervical,
contra péptidos lineales (1-30, J-71, 890 de HPV y J-40 de malaria), y con restriceion conforma-
cional a hélice (1-58, J-66, J-59) v a bucle (J-51).

gion de los residuos 1-20. Mientras el
péptido lineal (J-30) presenta una reacti-
vidad muy baja, su homélogo estructura-
do (hélice 1 JLAZ-, péptido J-58) presen-
ta una reactividad fuerte en ELISA. El
otro homologo estructurado (hélice 1
DAO, péptido J-66) presenta reactividad
fuerte sélo con un suero. En la region de
la segunda hélice no hubo reaccion con el
péptido lineal ni con su homélogo estruc-

turado. En la region de la estructura en
bucle el péptido lineal (J-70) no presento
reaccion alguna y su homélogo estructu-
rado (J-51) solo fue reactivo con dos sue-
ros. El péptido lineal 890 (residuos 66-
85) presento fuerte reactividad con cuatro
de los sueros. Este péptido, que contiene
en su secuencia (prediccién por el algorit-
mo de Garnier) una hebra B (residuos
66-70) y un a-hélice (residuos 75-83), no

11
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tenia su homologo estructurado. El pépti-
do de malaria (J-40), como se esperaba,
no presentd reaccion alguna.

De los resultados obtenidos se ve la
necesidad de realizar un estudio puntual
de la secuencia del péptido 890, con un
péptido que reproduzeca simultineamen-
te las dos estructuras o dos péptidos cor-
tos que imiten cada una de ellas para es-
tablecer la existencia o no de epilopes
conformacionales en esa region. Ade-
mas, en la region de los residuos 1-20, se
observa que un gran incremento en la an-
tigenicidad puede ser logrado al usar
péptidos espacialmente restringidos, y
que la secuencia de la hélice 1 contiene
un epitope conformacional. Este incre-
mento en la reactividad puede tener utili-
dad en la identificacién de marcadores
para pruebas de diagnostico.
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