Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 34, No. 2, 2003,

MSPEP: PROGRAMA PARA LA SINTESIS
MULTIPLE Y SIMULTANEA DE PEPTIDOS.

Zulueta Rodriguez**, Antonio Melchor Rodriguez**

* Laboratoric de Sintesis de Péptidos, Centro de Inmunoensayo.
** Laboratorio de Purificaciones, Centro de Inmunoensayo.

i

Carloes Martinez Ortiz*, Milenen Herndndez Marin*, Ivonne Gomez Cordero*, Orlando

Recibido: 12 de octubre de 2002 Aceptado: 24 de marzo de 2002

Palabras claves: Sintesis Péptidos, VIH, HCV, Trypanosoma cruzi, Programa.
Key words: Peptide synthesis, HIV, HCV, Tryparosoma cruzi, Software.

RESUMEN: Los péptidos sintéticos son de gran aplicabilidad en la
actualidad por su utilizacidn en el desarrolio de vacunas, como antigenos
especificos en sistemas diagndsticos para la deteccion de anticuerpos y en
el estudio de la estructura y la actividad de las diferentes zonas activas de
los virus, entre otras aplicaciones. En este trabajo describimos la sintesis
guimica en fase sélida de varios péptidos correspondientes a HCV, VIH, y
Trypanosoma cruzi. El diseflo de péptidos se realizo mediante programas
de computacién y consulta en base de datos de proteinas y con el objetivo
de auxiliar la sintesis maltiple v simuitanea de los péptidos en fase solida
se disefié y desarrolld un nuevo programa (MSPep). Esta aplicacion se
ejecuta sobre Microsoft Windows 95 utilizando las facilidades inherentes
a esta plataforma grafica e incluye nuevas opciones que no se encuentran
en sistemas anteriores que se ejecutan sobre MS-DOS. Todos los péptidos
sintetizados fueron evaluados en los ensayos ultramicroELISA respectivos,
frente a muestras positivas caracterizadas para cada agente etioldgico,
obteniéndose una sensibilidad en HCV entre 77,7 y 100 %, en VIH del 53 y
100 % v en Trypanosoma cruzi de un 100 %. En todos los casos la
especificidad fue de un 100 %. El programa desarrollado es de una gran
utilidad en la sintesis de péptidos, debido a que garantiza rapidez y
confiabilidad en los calculos quimicos, con un minimo de error. Al
ejecutarse sobre la plataforma de Windows amplia sus posibilidades,
siendo mas accesible-y cdmodo al usuario.

ABSTRACT: Synthetic peptide have great applicability at the present time
for their usefulness in the development of vaccines, such as specific
antigens in immunodiagnostic for the detection of antibodies, in the study
of the structure and the activity of the different active areas of the virus,
among other applications. In this work the synthesis of several peptides
corresponding to HCV, HIV, and Trypanosoma cruzi were described. The
peptide design was carried out by means of calculation programs and
consultation in protein databases, and in order to help the multiple and
simultaneous peptide synthesis in solid phase, a new software was designed
and developed. This application is executed on Microsoft Windows 95
using the inherent facilities to this graphic platform and it includes new
options that are not in previous systems which are executed on MS-DOS,
All the synthesized peptides were evaluated in the corresponding

ultramicroELISA assays, with positive
samples characterized for each
etiologic agent, being obtained a
sensitivity in HCV between 77,7 and
100 %, in HEV of 53 and 100 %, in-
Trypanosoma cruzi, it was of 100%.
In all the cases a specificity of 100 %.
was obtained. The software developed
is of a great utility in the peptide
synthesis because it guarantees speed
and reliability in the chemical
calculations with a minimum of error.
As it is executed on Windows
platform, it enlarges the possibilities
of being more accessible and
comfortable to the user

INTRODUCCION

[.a sintesis quimica de péptidos ha
alcanzado en los dltimos afios un
desarrollo acelerado, en ello ha
influido el descubrimiento de péptidos
biolégicamente activos, los cuales son
de gran utilidad en el desarrolio de
vacunas, como antigenos especificos
en sistemas diagnésticos para fa
deteccién de anticuerpos, porque
representa un paso importante en el
desarrollo de técnicas de diagndstico
de nueva generacion, en el estudio de
la estructura vy la actividad de las
diferentes zonas activas de los virus,
entre otras aplicaciones.

La sintesis de péptidos requiere de
un analisis previo de las secuencias,
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con el objetivo de localizar los
determinantes antigénicos en las
proteinas de los agentes etiolégicos
de interés. '? Este analisis de
secuencia contiene los siguientes
pasos:

1) Biisqueda de la secuencia en las
bases de datos de proteinas.

2) Comparacién con secuencias re-
lacionadas y variaciones en las
mismas.

3) Prediccion de sitios antigénicos
en las proteinas, baséndose en las
escalas de probabilidad establecida.

Una vez seleccionada la
secuencia peptidica adecuada, se
procede a la sintesis quimica en fase
solida.

Con el objetivo de auxiliar la
sintesis miltiple y simultinea de
péptidos, en fase solida, se disefié y
desarrollé un mnuevo programa
(MSPep), el cual garantiza realizar
los célculos quimicos con mayor
rapidez y con el minimo de error. 34
Esta aplicacién se ejecuta sobre
Microsoft Windows 95" utilizando
las facilidades inherentes a esta
plataforma gréfica e incluye nuevas
opciones que no se encuecntran en
sistemas anteriores que se ejecutan
sobre MS-DOS,

Mediante la sintesis quimica de
péptidos en fase soélida se han
obtenido en nuestro laboratorio
péptidos sintéticos correspondientes
a varias regiones del virus de
Inmunodeficienca Humana (VIH)
58 virus de la hepatitis C (HCV) ™,
Trypanosoma cruzi ° y otros en
proceso de desarrollo. Todos estos
péptidos han sido aplicados en
diferentes ensayos diagndsticos, lo
que ha permitido mejorar la calidad
de los ya existentes y desarrollar
nuevas pruebas diagndsticas.

MATERIALES Y METODOS

Programa para la sintesis
multiple y simuitdnea de péptidos:
MSPep i

El  sistema se instrumentd
utilizando el lenguaje Object Pascal
de Borland Delphi versién 3.0 dada

las facilidades que brinda Delphi

como herramienta de programacion
visual para la creacién de una
interfaz amena y flexible. * Ademas,
el Object Pascal de Delphi es un
lenguaje orientado a objetos que

refleja la naturaleza tnica de la
Programacion Orientada a Objetos
{POO) de construir sobre pilares
conceptuales importantes del disefio
de programas: abstraccitn, herencia,
polimorfismo, ocultamiento de in-
formacién y meodularidad. Brinda
clases para el acceso a bases de
datos v la visualizacién de
informacion almacenada en ellas, asi
como facilidades para la mani-
pulacion de excepciones y el uso de
la programacién guiada por eventos,
que permite mantener un nimero
reducide de clases, ya que en
muchos casos evita la herencia.

El programa le permite al usuario
definir los siguientes pardmetros:
a) pgrado de sustitucion de la resina

(meq/g)
b)  cantidad de resina (mg),

¢) concentracion dc  aminodcidos
{mol/L},

d) exceso de cada uno de los reactivos
(X

e) volumen de reaccidn (mL)
f) peso molecular de los aminoécidos
protegidos (g/mol).

Los calculos para la desproteccion
de los péptidos se hacen tomando en
cuenta las concentraciones de acido
fluorhidrico (HF) (altas o bajas),
donde se utilizan cuatro mezclas de
agentes nucleofilicos en depen-
dencia de la composicion de
aminoacidos del péptido.

Para calcular el peso molecular
del péptido se realiza la sumatoria de
los pesos moleculares de los
aminoacidos que lo forman, menos
el peso de una molécula de H,O.

Para el céalculo del Punto
Isoeléctrico (PI), se empleé un
algoritmo novedoso que simula una
valoracién 4cido-base teniendo en
cuenta los pK de los residuos
cargados del péptido. '

Sintesis de péptidos
Los péptidos fueron obtenidos
mediante sintesis quimica en fase

solida " empleando la estrategia
Boc  (fert-buiiloxicarbonilo) en
bolsas de polipropileno. Las

reacciones de acoplamientc se
realizaron a temperatura ambiente,
por activacion del grupo carboxilo
de cada aminoacido con NN'-
diisopropilcarbodiimida " a 0,2
mol/l. en diclorometano y fueron
verificados por €l ensayo cualitativo

de Ja ninhidrina. " El grupo Boc fue
eliminade con 4cido trifluoracético
37,5 % en diclorometano. La elimi-
nacion de los grupos protectores de
las cadenas laterales y la ruptura del
péptido de la resina se realizo
mediante el procedimiento “Low-
High HF”, utilizando  4cido
fluorhidrico. '*'7 Posteriormente, las
bolsas se lavaron con éter dietilico,
se secaron al vacio y se extrajeron
los péptidos de la resina con é&cido
acético 30 % en agua destilada. El
extracto final se diluyé con agua y
se liofilizd.

Purificacion de los péptidos

Los péptidos se purificaron por
Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) en fase reversa
(RP- HPLC, Pharmacia, LKB). **
En una columna RP18 (Pharmacia)
se aplicaron 200 pL de la muestra
(0,2 mg/ mlL), se eluyo con el
emplec de un sistema de gradiente
A/B de 0 a 60 % B (A TFA 0,1%
(V/V) vy acetonitrilo 2 % (V/V) en
H,O; B TFA 0,05 % (V/V) en
acetonitrilo), un flujo de 0,5 mL/
min; una velocidad dei papel de 2
mm/min; una sensibilidad de 1
unidad de absorbancia, a 22 °C .

Caracterizacion de los péptidos

La caracterizacion de los pépti-
dos, se realizé mediante espec-
trometria de masas MALDI-TOF
(Matrix- Assisted Laser Desorption
of lons Time-of-Flight). %20 En un
espectrometro  de masas Bruker
Protein TOF- TM (USA) se
bombardeo la muestra con luz laser,
se aplic6é un campo eléctrico de 3 ns,
a una longitud de onda de 337 nm.
La matriz empleada fue el 4cido
ciano-4-hidroxicinamico (Sigma).

Recubrimiento de las placas

Cada péptido purificado se diluyd
en disolucion reguladora carbonato-
bicarbonato, 0,05 mol/L; pH 9,6; a
una concentracion de 2 pg/mL . Con
esta disolucion, se recubrieron
placas de poliestireno (placas
UMELISA, Greiner [labortechnik,
Alemania), a 15 pl/pocillo y se
incubaron durante 3 h a 37 °C . La
fase solida se lavé con una
disolucidén amortiguadora de DSAF-
Tween 20 (disolucion salina amorti-
guadora de fosfato; 8 g de NaCl;
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1,215g de Na,HPO, * 2H,0; 0,2g de
KH,PO,; 0,2g de NaN; 0,5mL de
Tween-20; para 1000 ml. de agua
destifada y pH de 7,3 a 7,5). A
continuacion, se bloquedé con una
disolucion de preservo (BSA al 1 %
en DSAF-Tween 20), durante toda la
noche a temperatura ambiente. Las
placas se conservaron a 4 °C, con
una cubierta protectora, hasta el
momento de su uso.

Ensayo UMELISA

Las muestras se diluyeron 1:20
con suero de carnero al 20 % en Tris
hidroximetilmetilamina HCl (15
mmol/L. de Tris; pH 7,8 v 0,05 %
Tween-20) para una concentracion
final de 5% vy se incubaron 30 min a
37 °C en las placas de reaccion.
Después de lavar tres veces con la
disclucién reguladora Tris-HCI, se
adicioné un conjugado Anti-IgG
humana en camerc marcada con
fosfatasa  alcalina  (Bdehringer
Mannheim GmbH, Alemania). Se
incub6 nuevamente durante 30 min a
37 °C ¥ se realizo un nuevo lavado
en las mismas condiciones, se
afiadié  entonces el  sustrato
fluorigénico  4-metilumbeliferilfos-
fato (Koch Light Ltd Haverhiil,
Suffolk, Inglaterra) y se incubd
durante 30 min a temperatura
ambiente. La fluorescencia emitida
fue medida en un fluorimetro de la

Pantalla C ; :

seriec SUMA® (PR-521, Centro de
Inmunocensayo, Cuba). ** En todos
les experimentos, se incluyeron
controles positivos y negativos y las
muestras  se  analizaron  por
duplicado.

Muestras de sueros

En la evaluacion de los péptidos
de VIH sc¢ analizaron 15 muestras
del Panel de Bajo Titulo PRB-106,
seis muestras del Panel de
Seroconversion PRB-952 vy cinco
muestras del Panel de Seroconver-

sion PRB-917, (Boston Biomedica

Inc)), confirmadas por el ensayo
Western Blot (WB). Para evaluar la
especificidad de los péptidos sintéti-
cos se analizaron 30 muestras de
donantes del Banco de Sangre de
Marianao (Ciudad de la Habana,
Cuba).

Para evaluar los péptidos de HCV
se analizaron las muestras de los
paneles PVH103 y PVH204 de fa
Boston Biomedica Inc. Para evaluar
la especificidad de los péptidos
sintéticos se analizaron 34 muestras
positivas por VDRL y 4 negativas.

Se estudiaron 20 muestras de
sueros positivos a Chagas proceden-
tes del Instituto Nacional de Diag-
ndstico e Investigacién de la Enfer-
medad de Chagas “Dr Mario Fatala
Chaben”, Buenos Aires, Argentina y
ademds, para evaluar la especifi-
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cidad de los péptidos sintéticos se
analizaron 20 muestras positivas a
Leishmania 'y 20 muestras de
donantes sanos de un banco de
sangre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Basandenos en programas de
sintesis, entre ellos Peptide Builder
Light Version 1.0 de la Biopeptide
Co. LLC y Synthetica de MassData
Database Systems, se desarroli¢ el
MSPep que contiene todas las
opciones incluidas en programas
anteriores tales como, el célculo de
los voliimenes de solventes y la
cantidad de aminodcidos para ser
usados en toda la sintesis y en cada
acoplamiento individual. El progra-
ma incorpora pantallas con la
secuencia de cada péptido a
sintetizar, el peso molecular de cada
uno de los aminoacidos y sus
caracteristicas (Fig. 1). Permite crear
las listas de chequeo de aminoacido
contra bolsa y viceversa, lo que
posibilita realizar en el proceso de
sintesis el chequeo de cada
acoplamiento, se pueden calcular las
mezclas empleadas para concentra-
ciones altas y bajas de HF en el
proceso de desproteccién y ruptura
de los péptidos y el peso molecular
de los mismos (Fig. 1).

Fig. }. Pantalias del programa MSPéb: A: secuencia de los péptidos a sintetizar, B: listas de chequeo
det acoplamiento y C: datos para el proceso de desproteccién “Low-High HF”

Kl
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Estez aplicacion iambién tiene
opciones para el control de calidad
tales como tablas para el chequeo de
los acoplamientos en la prueba de
ninhidrina v para caracteristicas ge-

nerales de la sintesis. Se puede
monitorear la purificacién de los
péptidos en HPLC mediante una
tarjeta de adquisicién de datos
conectada & un puerto serie de la

computadora. Oira de sus uiilidades
es que permite obtener graficos de
secuencia de aminoédcidos contra
carga y el calculo de la carga neta y
el punto isoelécirico de los péptidos
(Fig. 2).

Fig. 2. Grafico de secuencia de aminoacidos contra carga y cdlculo de carga neta y punto isoeléctrico de los péptidos

Se sintetizaron dos

péptidos
correspondientes a la proteina de

transmembrana gp4l del VIH-1;
gpdl (A)y gpdi (H-18), las sequen-
cias de los dos péptidos fueron se-
leccionadas a partir del aislamiento
Bru BIV-1” La pureza de los

péptidos fue comprobada por
Cromatografia RP- HPLC y resultd
del 95 % (Fig. 3). Ademas, se
caracterizaron por Espectrometria de
Masas MALDI-TOF. El péptido
gp41(A) con Masa Molecular Caicu-
lada: 3448.69 y Masa Molecular

152,07
R

obtenida: 3452.3 y el péptido gpd!
(H-18) con  Masa  Molecular
Calculada: 3954.09 y Masa
Molecular obtenida: 3953.53 (Fig.
4),
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Fig. 3. Perfiles cromatograficos de los péptidos sintéticos de la proteina gp41 del VIH-1: (A) gp41(A)

y (B) gp41(H-18) del VIH-1.
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Fig. 4. Espectros de masas (MALDI-TOF) de los péptidos de la proteina gp41 del VIH-1: (A) gp41(A)
y (B) gp41(H-18) del VIH-1.

Con los péptidos gp41 (A) y gp4l  de los Paneles de Seroconversion y  positivas cuando el valor de relacion
(H-18), se obtuvo una sensibilidad un 100 % de especificidad para las  sobre el nivel de corte fue mayor o
del 53 % y 100 % respectivamente, —muestras negativas (Fig. 5). Las iguala | (VR/NC = 1).
para el grupo de muestras positivas muestras  fueron  consideradas
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Fig. 5. Reactividad de los péptidos gp41 (H-18) y gp4! (A) frente muestras de los Paneles de Seroconversion
de Boston Biomedica Inc.
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Con el objetivo de determinar la
especificidad de los dos péptidos de
VIH, se analizaron 30 muestras de
sueros de donantes de un banco de
sangre, obteniéndose 100 % de
especificidad.

Se sintetizaron dos péptidos de
HCV, Corel y quimérico NS4-NSS,

representativos  del nicleo vy la
regiones no estructurales NS4 y NS5
respectivamente. La pureza de los
péptidos  fue comprobada por
Cromatografia RP- HPLC y resultd
del 95 %. Ademads, se caracterizaron
por Espectrometria de Masas
MALDI-TQF, en el péptido Corel

la masa molecular obtenida fue de
3474,73 y la caleulada de 347947,
para el péptido quimérico NS4-NS5
la masa molecular obtenida fue de
3731,48 y la calculada de 3728,53.

Los resultados con os péptidos de
HCV (Corel y quimérico NS4-NS5)
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de los péptidos de HCV frente a los paneles de la Boston Biomédica Inc.

PANEL PVHI103 PANEL PVH205
PEPTIDOS Positivas Negativas Positivas Negativas
Corel 87,5 % (7/8) 100 % (7/7) 100 % (13/13) IOO%(H/II)
NS4-NS5 77,7 % (71/9) 100 % (/1) 84,2 % (16/19) 100 % (2/2)

Sonmez y cols. en 1997, hicieron
referencia a reacciones falsas
positivas de pacientes con sifilis en
un ensayo de HCV (ELISA de 2*
generacion de Ortho Diagnostic) v
de pacientes con hepatitis C en un
ensayo de sifilis (VDRL) lo que
puede ser debido a la interaccion
inespecifica con los anticuerpos IgM
o 12G de las muestras analizadas. M
Para verificar si las muestras
positivas a sifilis eran reactivas

ARRWR.
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frente a los péptidos sintéticos de
HCV, se analizaron 34 muestras
positivas por VDRL y 4 negativas.
Ninguna de las muestras reportadas
como positivas para sifilis, fue
positiva para los péptidos sintéticos,
obteniéndose 100 % de especifi-
cidad.

La evaluacién de tres péptidos del
Trypanosoma cruzi sintetizados (p17
(R-COOH), p17(R-CONHy), pl8) ¥
el antigeno naturai en un ensayo
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inmunoenzimatico, se llevd a cabo
empleando 20 muestras positivas a
Chagas, procedentes del Instituto
Nacional de Diagnostico ¢ Investi-
gacion de la Enfermedad de Chagas
“Dr Mario Fatala Chaben”, Buenos
Aires, Argentina (Fig. 6). Las
muestras  fueron  consideradas
positivas cuando el valor de relacién
sobre el nivel de corte fue mayor o
iguala 1 (VR/NC > 1).

g20 921

Muestrax

| W Anitigeno natural @ p17 (R-COOH) @pl7 (R-CONHz) Opls |

Fig. 6. Comportamiento de los péptidos sintéticos p17 (R-COOH), p17 (R-CONHy), p18 y el antigeno natural
del Trypanosoma cruzi frente a 20 muestras positivas a Chagas.
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Con el péptido de mejores
resultados p17 (R-COOH) se evalud
la especificidad. No se observo
reactividad inespecifica frente a las
muestras positivas a Leishmania
(VR/NC<1), lo que demostrd que la
secuencia es antigénica y no
presenta homologia en la secuencia
de aminoacidos, ni una estructura
similar a la secuencia de Leishma-
nia, que se corresponde con esta
region, lo que garantiza wna
especificidad del 100 %. % Para las
20 muestras de donantes sanos de un
banco de sangre, tampoco se obtuvo
reactividad.

CONCLUSIONES

Se disefid un programa que
permite el calculo rapido y fiable
para las diferentes etapas de la
sintesis de péptidos maltiple vy
simulténea.  Para  evaluar la
cfectividad de este programa se
obtuvieron péptidos mediante sinte-
sis quimica en fase sélida, de la
region de transmembrana (gp41) del
VIH-1, region del micleo y las
regiones no estructurales NS4 y NS5
del HCV y péptidos de regiones
inmunodominantes del Trypano-
soma cruzi, causante del mal de
Chagas. Con todos los péptidos se
obtuvo buena sensibilidad frente a
muestras positivas caracterizadas y
un 100% de especificidad.

Se demostré que el programa
disefiado tiene una gran utilidad para
facilitar los célculos quimicos
necesarios para la sintesis quimica
de varios péptidos de forma
simultnea, y ademds la ventaja de
gjecutarse sobre la plataforma de
Windows amplia sus posibilidades,

siendo mas accesible y coémodo al .

usuario.
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EL OZONO Y EL AGUA OZONIZADA

El Ozono

El ozono es un gas inestable, de olor penetrante, cuyas moléculas estan formadas
por tres dtomos de oxigeno. En la naturaleza, existe fundamentalmente en las capas
altas de la atmésfera, formando la {lamada ‘'capa de ozono', que protege a nuestro
planeta al impedir el paso de ia radiacién ultravioleta cuya energia pudiera ser
perjudicial para la vida. El ozono se produce industriaimente a partir de oxigeno,
mediante una descarga eléctrica silente de alto voltaje, al hacer pasar entre dos
electrodos un flujo de aire u oxigeno puro.

El ozono posee un gran poder virucida, bactericida y fungicida. Su capacidad de desinfeccién es mucho
mayor gue la de otros desinfectantes que se emplean actualmente. Su elevada reactividad con un gran
nimero de sustancias permite su aplicacién en usos importantes, por ejemplo para la desinfeccion de agua
para consumo humano, para la eliminacion de color y olor, para el aumento de la biodegradabilidad de
contaminantes naturales e industriales en aguas y aguas residuales, etcétera.

El agua ozonizada y sus propiedades

Teniendo en cuenta las propiedades del ozono antes mencionadas, la ozonizacién se ha convertido en uno
de los métodos mas avanzados para la desinfeccion de agua de consumo humano, va que el ozono al
ponerse en contacto con un agua contaminada con microorganismos (hongos, bacterias, virus, quistes de
pardsitos) los destruye, permitiendo la eliminacion total de agentes transmisores de enfermedades vy
mejorande considerablemente también la calidad organoléptica del agua (al eliminar olor, color y sabor
desagradables).

Se ha demostrado la gran efectividad del ozono en la destruccién de microorganismos tales come quistes
de Giardia famblia y bacterias como Cryptosporidium, Pseudomonas, Salmonellay Escherichia Cofi, los
cuales se encuentran con frecuencia en el agua. También se conoce que el ozono es capaz de reducir
sensiblemente |la presencia de hierro y manganeso que dan color y sabor al agua.






