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RESUMEN

Se propone un enfoque apropiado para
la sintesis de péptidos dendriméricos, el
cual es desarrollado usando péptidos dimé-
ricos no protegidos a manera de bloques de
sintesis. Nuestro modelo involucra la sin-
tesis directa de un péptido dimérico que
contiene cisteina y la subsiguiente oxida-
cién del grupo sulfhidrilo de lamisma. La
formacion del enlace disulfuro para pro-
ducir 1a molécula tetramérica de 90 resi-
duos se lleva a cabo en una disolucion
acuosa de dimetilsulféxido. Este tipo de
construccion de péptidos dendriméricos
es denominado sistema de construccion
de doble dimero y puede tener aplicacion
en la obtencion de vacunas sintéticas.

ABSTRACT

A convenient approach for synthesis
of dendrimeric peptides is proposed. The
strategy was developed by using unpro-

tected dimeric peptides as building
blocks. Our model involved the direct
synthesis of a Cysteine containing dimer
peptide and subsequent sulfhydryl group
oxidation. The disulfide bridge formation
reaction to get a 90 amino acid residues
tetrameric molecule is performed with di-
methyl sulfoxide. This kind of dendri-
meric peptide synthesis is called Double
Dimer Construction System, and it could
be applied to obtain synthetic vaccines.
Abreviaturas: Fmoc, 9-fluorenilmetoxi-
carbonilo; DDC, sistema de construccion
de doble dimero; DMF, N,N-dimetilfor-
mamida; DCM, diclorometano; NMP,
N-metilpirrolidina; TFA, dcido trifluora-
cético; BOP, fosfoniohexafluorofosfato
de benzotriazol-1-il-oxi-tris-dimetilami-
no; DIEA, diisopropiletilamina; BSA, al-
btimina sérica bovina; KLH, hemociani-
na de la concha del molusco “Megathura
crenulata”.

INTRODUCCION

La sintesis quimica de péptidos ha sido
importante para la comprension de la re-
lacién estructura-funcién en proteinas y
el descubrimiento de nuevos agentes tera-
péuticos. La sintesis de péptidos en fase
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solida fue propuesta por Merrifield (1) y
es capaz de producir polipéptidos de hasta
10 kDa (80 - 100 aminodcidos) (2). La
sintesis de una nueva clase de péptidos de-
nominada “dendrimeros”, péptidos con
estructura ramificada, ha permitido la
sintesis de macromoléculas que sobrepa-
san los 20 kDa. Los péptidos dendriméri-
cos con su estructura ramificada han
demostrado ser muy utiles en el desarro-
llo de vacunas (3), productos de diagnos-
tico (4) y enzimas artificiales (5).

Los péptidos antigénicos capaces de
producir una respuesta inmune son de
gran importancia en el desarrollo de va-
cunas pero, debido a su bajo peso molecu-
lar, para producir anticuerpos antipéptido
es necesario unir el péptido antigénico a
una proteina transportadora conocida, tal
como BSA o KLH (6-7). Solo una peque-
fia porcion del total de la produccién de
los anticuerpos estard dirigida contra el
péptido y los otros estardn dirigidos con-
tra la proteina transportadora. Para con-
trarrestar este inconveniente, en nuestro
laboratorio se ha probado la utilizacién de
péptidos con cisteinas en sus extremos
amino y carboxilo para producir macro-
moléculas (8). El método consiste en oxi-
dar los grupos sulfhidrilo de las cisteinas
para formar enlaces disulfuro (9). Este es
el caso de la vacuna sintética antimaldrica
(Spf-66)n, con buenos resultados en se-
guridad y protectividad (10-11). Sin em-
bargo, la polimerizacion de cisteinas no
es controlable y se observa la formacion
simultinea de mondémeros ciclicos, dime-
ros, trimeros, y especies de mayor peso
molecular. A finales de la década de los
80 se popularizé la sintesis directa del sis-
tema miltiple de péptidos antigénicos
(MAP, por su sigla en inglés), el cual era
un tipo de péptido dendrimérico (péptido
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con estructura ramificada) con un alto
peso molecular identificable por electro-
foresis (3).

La dificultad para obtener macromolé-
culas homogéneas v solubles con muilti-
ples copias de péptidos antigenos por esta
via directa, llevé a la bisqueda de reac-
ciones de condensacion de fragmentos de
péptidos por uniones quimioselectivas
que se desarrollardn en solucion acuosa
por formacion de enlaces tipo tioéteres,
oximas, hidrazonas y tiazolidinas (12-
15). El bajo rendimiento de estos enfo-
ques sintéticos, relacionado con los mul-
tiples pasos de purificacion involucrados,
condujo la investigacion hacia estrategias
que disminuyeran los pasos de purifica-
cion y aumentaran los rendimientos.
Nuestra propuesta, el sistema de cons-
truccion de doble dimero (DDC, por sus
siglas en inglés), cumple con estos requi-
sitos. En el presente trabajo, se intenta la
sintesis de una macromolécula de 90 resi-
duos de aminoacidos por la via DDC. Para
Ilevar a cabo este estudio se tomé como re-
ferencia el péptido 1513 de secuencia
GYSLFQKEKMVLNEGTSGTA, cuyos
primeros 12 aminodcidos hacen parte de
la vacuna sintética antimaldrica SP166.

PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis del péptido. El péptido (Ac-
GYSLFQKEIKMYVL-
NEGTSGTA)LKEEGC fue preparado
por la estrategia fmoc en fase solida usan-
do 150 mg de una resina Novasyn TGR
(sustitucion 0.2 meq/g, de NovaBio-
chem, San Diego, CA, USA). La resina
tiene un grupo amino activo, el cual no
tiene grupo protector. La eliminacion de
los solventes y soluciones se llevo a cabo
por filtracién. El ciclo de acople de cada
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aminodcido incluia los siguientes pasos:
lavado con DMF (1 min, 2X), acople del
aminoacido (aminoacido/HOBt/ BOP/DIEA
5:5:5:10 equivalentes respecto a la resi-
na, disueltos en NMP, 45 min), lavado
con DMF (1 min, 2X), desproteccion del
grupo amino con 50% piperidina/DMF
(17 min), lavado con DMF (1 min, 5X),
en donde X es el nimero de veces que se
repite un paso. La reaccion de acople fue
monitoreada por medio de la prueba de
ninhidrina (16). Si la reaccién no habia
llegado a término, se llevaba a cabo un
doble acople. El péptido se acetild, una
vez terminada la sintesis, con anhidrido
acético al 15% en DMF (hasta ninhidrina
negativa). La desproteccion de las cade-
nas laterales de los aminoacidos y la libe-
racion del péptido de la resina se llevo a
cabo con una disolucién que contenia
82.5% TFA, 5% anisol, 5% tiofenol, 5%
agua y 2.5% etanoditiol, por 90 min. La
resina fue removida por filtracién y el
péptido se precipitd de la disolucion con
éter etilico seco. El residuo sélido se di-
solvid en acetonitrilo acuoso al 30%, se
congeld y se liofilizo.

Obtencion del tetramero. El péptido
1513 en su forma dimérica acetilada se
purificé por cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) en
una columna semipreparativa Vydac
218TP1022 (The Separations Group,
Hesperia, CA, USA). Se us6 un gradiente
de 20-50% B en 45 min, a un flujo de 4.5
ml/min y a una longitud de onda de 210
nm. El solvente A es 0.1 %TFA en agua,
yel B 0.1%TFA en acetonitrilo. La ob-
tencién del péptido 1513 en su forma te-
tramérica se realizd por medio de la
formacion de un enlace disulfuro entre
dos moléculas de la forma dimérica. La
reaccion se llevo a cabo a una concentra-

cion de 10 mg/ml en una disolucion acuo-
sa de dimetilsulfoxido al 10%, a pH 7.5.
La reaccion de formacion de la especie te-
tramérica fue observada por RP-HPLC, en
una columna analitica Vydac 214TP54.
Se us6 un gradiente de 30-60% B en 20
min. Los solventes de la fase movil usa-
dos fueron los mismos del paso de la cro-
matografia preparativa.

RESULTADOS Y DISCUSION

De la sintesis del péptido en fase solida
se obtuvieron 80 mg de producto diméri-
co crudo, el cual se purificé para obtener
15 mg de producto dimérico purificado.
En un primer ensayo se llevd a cabo la
reaccion de oxidacion a una concentra-
cion de lmg/ml, pero lareaccion tardo 72
horas en producir el doble dimero espera-
do. En un segundo ensayo, se elevo dicha
concentracion a 10 mg/ml, y se obtuvo
una disminucioén sustancial en el tiempo
de reaccién, obteniéndose la especie te-
tramérica en solo 24 horas. El seguimien-
to de la reaccion por RP-HPLC se
muestra en la figura 1. En los cromato-
gramas se observa la elucion de tres pi-
cos. Un pico comin (pico 1) que eluye
con un tiempo de retencién de aproxima-
damente 5 min corresponde al dimetilsul-
foxido; un segundo pico (pico 2), que
eluye con un tiempo de retencion de 20
min, se observa en los cromatogramas a
lasOy 12 h de reacciény corresponde a
la forma dimérica del péptido; un tercer
pico (pico 3), con un tiempo de retencion
de 22 min, se observa en los cromatogra-
mas a las 12 y 24 horas de reaccion y co-
rresponde a la forma tetramérica (doble
dimero) del péptido 1513.

La caracterizacion de los productos
presentes en los picos se realizo en un es-
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Figura 1. Progreso de la reac-
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cion de formacion del doble di-
mero (DDC) analizado por
RP-HPLC (Columna analitica
Vydac 214TP54). La especie di-
mérica acetilada y purificada (10
mg/ml) se oxidé en una disolu-
cién acuosa de DMSO al 10%.
En cada caso se inyectaron 7 ul
de la mezcla de reaccion. El pico
1 es dimetilsulféxido, el pico 2
es el dimero y el pico 3 es el te-
tramero (doble dimero). Se usd
un gradiente de 30-60% de ace-
tonitrilo en 20 min, a una longi-
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pectrometro de masas MALDI-TOF
(Bruker, Billerica, MA, USA) obtenién-
dose los pesos moleculares esperados
(calculado / encontrado) para la forma di-
mérica acetilada, Pico 2, (4930.4 Da /
4931.1 Da + 1.4 u) y para la forma tetra-
mérica (DDC), Pico 3, (9858.8 Da /
9858.7 Da + 5 u). El andlisis por espec-
trometria de masas MALDI-TOF para la
especie dimérica se llevod a cabo en el
“modo reflector” y para la especie tetra-
mérica en el “modo lineal” (Fig. 2). El
analisis del pico 2 de RP-HPLC muestra
la existencia de una especie predominante
con una masa de 4931.1 (M+H™) y otra
de masa 4079.5 correspondiente a una
impureza. El anilisis del pico 3 de RP-
HPLC muestra la existencia de tres espe-
cies: la de mayor intensidad absoluta con
una masa de 9858.7 Da y otra de 4933.0
Da, corresponden a la especie tetramérica
acetilada con una (M+H") y dos cargas
positivas (M +2H+) respectivamente; sin
embargo, se ve una tercera especie con
una masa de 9033.3 Da que probablemen-
te pueda haberse formado por la reaccion
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entre la especie dimérica deseada y la im-
pureza presente. La suma de las masas de
estas dos especies quimicas difieren en 23
unidades (probablemente un dtomo de so-
dio) con respecto a la masa encontrada y
los espectros de las especies monomérica
y tetramérica presentan un perfil de la im-
pureza muy semejante. La técnica de io-
nizacién MALDI no es cuantitativa y,
generalmente, las especies de menor
masa suelen ionizarse mds facilmente y
producir picos de mayor intensidad. Lo
anterior nos lleva a pensar que una impu-
reza con un pico de baja intensidad estd en
una concentracién muy baja.

Con el fin de confirmar las propieda-
des biologicas del DDC para el péptido
1513 de malaria, la forma tetramérica del
péptido fue ensayada frente a un grupo de
30 anticuerpos monoclonales inducidos
por pseudopéptidos del péptido 1513
(17). Los pseudopéptidos poseen cada
uno un enlace peptidico modificado de su
forma normal CO-NH a CH:-NH. El
pseudopéptido Pse-437 posee la modifi-
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cacion entre los residuos
V11 y L12, el Pse-441 entre
E8 y K9 y el Pse-442 entre
K7 y ES8 respectivamente.
Como puede apreciarse en la
Figura 3, al evaluar el reco-
nocimiento del péptido 1513
en su presentacion tetraméri-
ca, su capacidad de ser reco-
nocido por los anticuerpos
policlonales y monoclonales
se refleja en las altas Densi-
dades Opticas (DO) leidas.
Es decir, que se logra una
adecuada presentacion del
epitope (péptido 1513) acor-
de con altas densidades opti-
cas observadas en los
ensayos de ELISA mostra-
dos en la Figura 3. Las célu-
las X-63Ag8 empleadas para
la obtencién de los monoclo-
nales se usaron como control
del ensayo y la solucion de
PBS como control negativo
del mismo.

Nuestros resultados
muestran que la sintesis di-
recta de un péptido dimeéri-
co, como bloque unitario
para la formacién de tetrd-
meros, es un enfoque efi-
ciente para la sintesis de
péptidos dendriméricos. La
sintesis directa del dimero
produce mejores rendimien-
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Figura 2. Andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF de los picos de RP-HPLC. (Fig.
2a) El analisis del pico 2 de RP-HPLC muestra la especie dimérica predominante M+H™ (4931.1
Da) y una impureza (4079.5 Da). (Fig. 2b) El andlisis del pico 3 de RP-HPLC muestra la especie
tetramérica en las formas M+H™ (9858.7 Da) y M+2H™ (4933.0 Da), ademds de una impureza

(9033.3 Da).
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Figura 3. Reactividad de anticuerpos frente al doble dimero (DDC).

tos del péptido dimérico crudo, compara-
do con la de los MAP directos y los
dendrimeros indirectos propuestos por
otros grupos, ademds de ser facil de puri-
ficar. La oxidacién del dimero puro da un
tetramero, el cual no necesita de pasos
adicionales de purificacion. Es de resaltar
que la cantidad de dimero obtenida es la
misma cantidad de tetramero obtenida
después de la formacion del enlace disul-
furo. Por otro lado, la alta solubilidad del
producto es una caracteristica relevante.
Finalmente, se evalud la extension de la
reaccion de formacidn del tetramero por
RP-HPLC. De nuestros resultados con-
cluimos que el tetrdmero es practicamen-
te el tinico producto final de la reaccion, y
que el dimero esta presente solo en muy
pequerias cantidades. Por otra parte el
hecho de que en los ensayos de ELISA el
tetramero sea capaz de ser reconocido por
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anticuerpos obtenidos con otras formas
del péptido 1513 demuestra las propieda-
des inmunogénicas y la adecuada presen-
tacion al sistema inmune del péptido 1513
contenido en el tetrimero. Toda vez que
el sistema de construccion de doble dime-
ro es facil de llevar a cabo y da altos ren-
dimientos de producto tetramérico, se
puede establecer como un buen sistema
molecular para presentar antigenos y un
método conveniente para producir vacu-
nas sintéticas.
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