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RESUMEN

Los péptidos sintéticos han ganado un lugar relevante den-
tro de la “caja de herramientas” de la investigacion bio-
medica actual. Las técnicas de sintesis automatizada y el
costo decreciente de los procesos, unidas a mejoras en su
eficiencia y velocidad, hacen cada vez mas accesibles a es-
tas herramientas. Su aplicabilidad es muy amplia, desde la
generacion de moléculas farmacologicamente activas, hasta
el desarrollo de vacunas, por ejemplo. En este resumen se
presentan algunos ejemplos de las aplicaciones de peptidos
sintéticos en el estudio de las fosfolipasas A2 miotoxicas,

un grupo de proteinas responsables de la necrosis del tejido
muscular que ocurre frecuentemente en los envenenamien-
tos causados por serpientes de la familia Viperidae

INTRODUCCION

Vincent Duvigneaud y colaboradores lograron sintetizar,

€n 1953, una pequena hormona peptidica: el nonapéptido
oxitocina. Tras un arduo trabajo de muchos meses con un
equipo de expertos en sintesis organica, este avance fue
reconocido en 1955 con el Premio Nobel de Quimica. En com-
paracion, gracias a los avances que siguieron en las estrate-
gias de sintesis de péptidos, esta meta ya se podia lograr en
apenas unas horas de trabajo para la década de 1990. Como
bien escribia el visionario novelista Jules Verne (1828-1905),
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“..aquello que hoy puede catalogarse de fantastico, sera lo co-
tidiano del manana... es solo una cuestion de tiempo”.

Bruce Merrifield, otro galardonado con el Nobel de Quimica
(1986), sentd las bases para la sintesis de péptidos moderna,
al desarrollar métodos para efectuar las reacciones de acople
secuencial de aminoacidos unidos a una fase solida, junto con
la introduccion de diversas estrategias de proteccion de las ca-
denas laterales. La longitud de los péptidos sintetizados ha ido
superando limites cada vez mayores, lograndose - por ejemplo
- producir la fosfolipasa A2 humana (grupo IlA), de 124 aminoa-
cidos, mediante la union de dos segmentos sintéticos de 51y 53
residuos (Hackeng et al,, 1997).

El presente resumen presenta algunos ejemplos de 1as
aplicaciones de péptidos sintéticos en el estudio de las fos-
folipasas A2 miotoxicas, un grupo de proteinas responsables
de la necrosis del tejido muscular que ocurre frecuen-
temente en los envenenamientos causados por serpientes
de la familia Viperidae (Gutiérrez y Lomonte, 1995; Monte-
cucco et al,, 2008; Lomonte y Gutiérrez, 20m).

UTILIDAD DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS

Los péptidos sintéticos constituyen en la actualidad una
herramienta muy util en la investigacion biomédica, con
aplicabilidad en (a) 1a construccion de moléculas farma-
colégicamente activas, (b) el estudio de las relaciones estruc
tura-funcion de proteinas, (c) 1a generacion de anticuerpos
contra sitios predeterminados de un antigeno proteico, (d)
la identificacion de epitopos lineales para linfocitos By T en
proteinas, (e) el desarrollo de vacunas, o (f) el refinamiento
de pruebas de utilidad diagnostica, entre muchos otros
fines. En ciertos casos, la bioactividad de una proteina logra
ser reproducida mediante un pequeno segmento, el cual
puede ser sintetizado con relativa facilidad y eficiencia, a un
costo cada vez mas accesible.



PEPTIDOS SINTETICOS EN EL ESTUDIO

DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION DE MIOTOXINAS

En un ejemplo de nuestra propia experiencia, las actividades
biologicas de una familia de miotoxinas presente en los
venenos de muchas especies de serpientes de la familia Vi-
peridae, denominadas “fosfolipasas A2 tipo Lys49’,

pueden ser reproducidos por un segmento de apenas 13
aminoacidos, ubicados cerca de su extremo carboxilo-ter-
minal (secuencia 115-129, en la nomenclatura convencional
de Renetseder et al. [1985]). Estos péptidos C-terminales de
las miotoxinas Lys49 son capaces de inducir citotoxicidad y
actividad bactericida in vitro, asi como mionecrosis y ede-
ma en animales de experimentacién (Lomonte et al., 1994,
20033, 2003b; Calderdon y Lomonte, 1998; Paramo et al., 1998;
Nunez et al,, 2001; Angulo y Lomonte, 2005; Lomonte y Ran-
gel, 2012). Lo anterior ha servido de base para proponer que
el mecanismo de toxicidad de estas proteinas, que poseen
estructura de fosfolipasa A2, pero que carecen de actividad
catalitica, se basa en la existencia de un sitio bioactivo que
comprende los aminoacidos 115-129 (Figura 1), el cual es capaz
de interactuar con membranas y desestabilizarlas (Lomonte
et al., 1994; Lomonte y Rangel, 2012).

Multiples bioactividades de péptidos C-terminales de miotoxinas Lys49

* citdlisis _
* miotoxicidad |

* edema

* microbicida

Figura 1: Las diversas actividades bioldgicas de muchas miotoxinas
tipo Lys49 (variantes cataliticamente inactivas de fosfolipasa A2)
pueden ser reproducidas empleando un segmento (115-129) de su region
C-terminal (senalado en rojo), en la forma de péptido sintético.

73



74

A través del uso de péptidos sintéticos, también se ha po-
dido ubicar el sitio de las miotoxinas tipo-Lys49 que media
su fuerte interaccion con el receptor 2 para el factor de cre-
cimiento de endotelio vascular (VEGF-R2), con una constante
de disociacion (Kd) en el orden de los 5x10-9 M (Yamazaki

et al., 2005; Fujisawa et al,, 2008). Al igual que las bioactivi-
dades anteriormente mencionadas, 1a union a este receptor
celular depende del segmento C-terminal 115-129 (Figura 2),
cuyo péptido sintético interactua con una afinidad nanomo-
lar en ensayos de unidn realizados mediante analisis de reso-
nancia de plasmones de superficie (SPR) en BlAcore®.

Mapeo del sitio de union al VEGF-R2 mediante péptidos sintéticos
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Figura 2: Evaluacion de la interaccion de diversos péptidos sintéticos
que cubren la secuencia completa de aminodcidos de la miotoxina Il
de Bothrops asper de Costa Rica (paneles A-H) con el receptor VEGF-

R2 inmovilizado sobre un chip de BlAcore®. El péptido 115-129 (panel F)
reproduce la interaccion que se observa al utilizar la toxina completa

(recuadro inserto a la derecha). Adaptado de Fujisawa et al. (2008).



PEPTIDOS SINTETICOS PARA GENERAR ANTICUERPOS HACIA SITIOS
PREDETERMINADOS DE MIOTOXINAS

Mediante la inmunizacion de animales de experimentacion
con péptidos sintéticos que corresponden a segmentos
particulares de un antigeno proteico (y acoplados cova-
lentemente a una proteina inmunogénica que actue como
transportador), es posible obtener anticuerpos hacia sitios
predeterminados del antigeno. Pese a su naturaleza poli-
clonal, estos anticuerpos van a poseer una especificidad
restringida, predefinida por el péptido empleado durante la
iInmunizacion. En ocasiones, tales anticuerpos son capaces
de reconocer al epitopo correspondiente de la proteina com-
pleta en su estado nativo, 1o cual los convierte en una he-
rramienta muy util para su caracterizacion inmunoquimica
y funcional.

En el caso de la miotoxina Il (Lys49) de Bothrops asper, se
ha demostrado que los anticuerpos dirigidos contra su seg-
mento C-terminal 115-129 son capaces de reconocerla y neu-
tralizar su accion litica sobre células en cultivo, asi como su
accién miotdxica en animales (Calderén y Lomonte, 1998),
en concordancia con el modelo que propone que este sitio
es crucial para la toxicidad de las miotoxinas tipo Lys49.
Ademas, se ha explorado el potencial del péptido sintético
115-129 como inmunoégeno para la generacion de anticuerpos
que protejan de la mionecrosis causada por la miotoxina I,
en un modelo de raton. Dicho péptido sintético, acoplado al
toxoide diftérico en una proporcion molar de 3:1, indujo en
los ratones inmunizados una proteccion cercana al 50% en
términos de necrosis de fibras musculares, en comparacion
con el grupo de animales no inmunizados, luego de someter
ambos grupos a la inyeccion intramuscular de una dosis de
reto de la miotoxina (Calderdon y Lomonte, 1999). Aunque
la proteccion inducida mediante la inmunizacién con mio-
toxina completa fue superior a la observada al inmunizar
con el peptido sintético de la region C-terminal, el estudio
demostrd en principio que es posible reducir el dano tisular
ocasionado por miotoxinas, empleando como inmundgeno
apenas un corto segmento sintético de su estructura.

75



16

Las actuales facilidades para la sintesis de péptidos y su
costo decreciente hacen atractiva la opcion de considerar a
los péptidos sintéticos como potenciales inmundgenos, con
aplicabilidad en la induccion de anticuerpos neutralizantes
contra diversos tipos de toxinas de importancia médica.

PEPTIDOS SINTETICOS PARA LA IDENTIFICACION DE EPITOPOS
LINEALES EN MIOTOXINAS

Los epitopos, o sitios de un antigeno que son reconocidos
por el sistema inmune adaptativo (By T) de un individuo que
es expuesto a él, pueden clasificarse en dos grupos genera-
les. Unos, denominados secuenciales, lineales, o continuos,
estan formados por aminoacidos contiguos en la secuencia,
en el caso de las proteinas. Los otros, llamados discontinuos
o conformacionales, se forman por la yuxtaposicion de ami-
noacidos que no son contiguos en la estructura primaria,
pero que se aproximan entre si gracias a los plegamientos
que conforman la estructura secundaria y terciaria (o cua-
ternaria) de las proteinas. Aunque estos ultimos epitopos
son dificiles de reproducir empleando péptidos sintéticos,
los epitopos lineales son facilmente representables

me diante esta estrategia.

Con la finalidad de ubicar cuales son las regiones lineales
de una proteina que el sistema inmune adaptativo humoral
de un individuo reconoce, es posible preparar una coleccion
de péptidos traslapados, que cubran la secuencia completa
del antigeno, y enfrentarlos, mediante algun tipo de prueba
inmunoldgica, contra el suero del individuo (o individuos)
inmunizado. Esta estrategia de analisis provee informacion
relevante para comprender las caracteristicas moleculares
de la respuesta de anticuerpos contra una determinada pro-
teina inmunogénica, lo cual posee gran relevancia en el caso
de toxinas, dado que la generacion y administracion de an-
ticuerpos neutralizantes es la piedra angular para la terapia
de muchos tipos de envenenamientos.



La miotoxina Il de Bothrops asper ha sido recientemente
estudiada mediante esta estrategia, con el fin de identificar
cuales son sus principales epitopos lineales reconocidos por
anticuerpos en una respuesta inmune. Para ello se evaluo el
reconocimiento por parte de animales inmunizados con la
toxina purificada, empleando conejos, asi como el recono-
cimiento por parte de los equinos que son sometidos a in-
munizacion con venenos completos (incluyendo a la especie
cuyo veneno contiene dicha toxina). Una serie de 56 péptidos
dodecameéricos que cubre la secuencia completa de la mio-
toxina ll, con un desplazamiento o traslape de 2 residuos, se
enfrentd a los distintos tipos de sueros (tres lotes de anti-
venenos equinos de uso terapéutico, o un lote de suero de
conejo anti-miotoxina Il) empleando un ensayo inmunoen-
zimatico basado en la captura de los péptidos biotinilados
mediante estreptavidina acoplada a una fase solida (Lo-
monte, 2012). Algunos de los epitopos lineales identificados
fueron compartidos en las dos especies evaluadas, mien-
tras que otros fueron unicos, como se muestra en la Figura
3. Ademas, se observo ciertas diferencias entre los lotes de
antiveneno equino, en cuanto a su reconocimiento a nivel de
epitopos. El conocimiento sobre la manera en que los anti-
venenos de uso terapéutico reconocen a las toxinas ofidicas,
por ejemplo, es muy limitado. Sin embargo, su comprension
podria tener implicaciones importantes para mejorar en
este tipo de medicamentos, mediante estrategias de inmu-
nizacion con toxinas recombinantes, epitopos sintéticos, o
segmentos génicos codificantes por toxinas, por ejemplo.
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anticuerpos de conejo anticuerpos equinos

Figura 3: /dentificacion de epitopos lineales de la miotoxina Il de Bo-
throps asper de Costa Rica, reconocidos por anticuerpos de conejo
anti-miotoxina Il (paneles A y C) o por anticuerpos presentes en el an-
tiveneno terapéutico de origen equino (paneles B y D) utilizado en Ios
envenenamientos ofidicos en Centroameérica. Los asteriscos senalan a
los epitopos mds intensamente reconocidos en el ensayo inmunoen-
zimdtico. Adaptado de Lomonte (2012).
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