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RESUMEN

Leishmania braziliensis es un parasito
protozoario causante de la mayor par-
te de casos de leishmaniasis cutdnea en
al menos quince paises del continente
americano. La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) ha reportado que cerca
de doce millones de personas estan in-
fectadas en el mundo y que este niimero
aumenta cada afio. Debido al delicado
problema de salud publica derivado de
la prevalencia de esta enfermedad se
hace necesario el estudio del metabolis-
mo de este parésito. En tal sentido se ha
estudiado la proteina NMNAT de este
parasito, la cual es una enzima central
del metabolismo de todos los organis-
mos al estar encargada de la sintesis

del NAD*, un importante cofactor en
reacciones redox de procesos centrales
del metabolismo celular. En la NMNAT
de L. braziliensis se ha encontrado una
secuencia de 44 aminoacidos en el ex-
tremo N-terminal carente de homologia
con la proteina del hospedero. En este
estudio se produjeron anticuerpos IgG
especificos contra esta secuencia, uti-
lizando como antigenos péptidos que
contuvieran la secuencia mencionada.
Los anticuerpos obtenidos mostraron un
reconocimiento de la NMNAT recombi-
nante de L. braziliensis mediante ensayo
por western blot.

Palabras clave: Leishmania brazi-
liensis, NMNAT, extremo N-terminal,
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ABSTRACT

Leishmania braziliensis is a protozoan
which is cause of the most of the cuta-
neous leishmaniasis cases in at least 15
countries from America. World Health
Organization (WHO) has reported that
around 12 millions of people are infec-
ted in the world and this number increase
every year. Because of the delicate pro-
blem of public health due to the preva-
lence of this disease, it is necessary the
metabolism study in this parasite. In this
way has been studied NMNAT protein of
the parasite, which is a central enzyme of
the metabolism of all organisms, since it
is in charge of synthesizing NAD*, an
important cofactor in oxidation-reduc-
tion reactions of central processes in the
cellular metabolism. In The NMNAT
of L. braziliensis has been found a 43
amino acids sequence in the N terminal,
which does not have homology with the
protein in the human host. In this study
were produced IgG antibodies against
this sequence, using like antigens pep-
tides that had the mentioned sequence.
The produced antibodies recognized the
recombinant NMNAT of L. braziliensis
through western blot assay.

Key words: Leishmania braziliensis,
NMNAT, N terminal, peptides, antibo-
dies.

RESUMO

Leishmania braziliensis é um parasi-
ta protozoario que causa a maioria dos
casos de leishmaniose cutdnea em pelo
menos 15 paises das Américas. A Orga-
nizacao Mundial de Saide (OMS) infor-
mou que cerca de 12 milhdes de pessoas
estdo infectadas em todo o mundo e esse
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nimero aumenta a cada ano. Devido ao
delicado problema de satde publica de-
correntes da prevaléncia desta doenca é
necessario estudar o metabolismo do pa-
rasita. A este respeito temos estudado a
proteina NMNAT deste parasita, que é
uma enzima central no metabolismo de
todos os organismos de estar envolvido
na producdo de NAD®, um importante
co-fator em reacdes redox de processos
centrais de celulares metabolismo. No L.
braziliensis NMNAT encontrou uma se-
qiiéncia de 43 amino4cidos no terminal N
homologia com a proteina faltando host.
Este estudo produziu anticorpos IgG
especificos para esta seqiiéncia, usando
como peptideos de antigeno contendo a
seqiiéncia mencionada. Os anticorpos
obtidos mostraram um reconhecimento
da NMNAT L. braziliensis recombinan-
tes por meio de julgamento por western
blot.

Leishmania bra-
terminal N,

Palavras-chave:
ziliensis, NMNAT,
peptideos,anticorpos.

INTRODUCCION

L. braziliensis es un protozoario Trypa-
nosomatida del género Leishmania, en-
démico del nuevo mundo y responsable
de la mayoria de casos de leishmaniasis
cutdnea en al menos quince paises del
continente americano (1). Su ciclo de
vida comprende una fase en el vector
invertebrado y una fase en el hospedero
vertebrado, donde se desarrolla la en-
fermedad. El vector invertebrado es un
mosquito del género phlebotomus que
transmite el pardsito por picadura a se-
res humanos no infectados (2). Esta en-
fermedad constituye un grave problema
de salud publica por los altos costos que
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representa a nivel psicoldgico, sociocul-
tural, y econoémico (3). Segin la Orga-
nizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se
cree que hay doce millones de personas
infectadas en el mundo, y que cada afio
se encuentran entre uno y dos millones
de nuevos casos. Dada la prevalencia de
la enfermedad se hace necesario estudiar
més la bioquimica del parasito, para asi
entender caracteristicas de su metabolis-
mo. El entendimiento de nuevos proce-
sos puede llevar al desarrollo de blancos
farmacolégicos para el tratamiento de la
enfermedad.

La nicotinamida mononucledti-
do adenilil transferasa (NMNAT; EC
2.7.7.1) es una enzima esencial en el
metabolismo de cualquier organismo,
debido a que cataliza el paso final de
la biosintesis de la nicotinamina adenina
dinucleétido (NAD™). Las propiedades
de transferencia electrénica del NAD™
y sus formas reducidas y fosforiladas
(NADH, NADP*, NADPH) le dan
una elevada importancia como cofac-
tor en una multiple variedad de reac-
ciones redox en procesos centrales del
metabolismo celular; ademas, los di-
nucledtidos participan en diversas vias
de sefializacién celular que involucran
la transferencia de electrones e hidro-
geniones (4). Numerosas enzimas, par-
ticularmente deshidrogenasas, utilizan
el NAD* como cofactor en reacciones
catabodlicas de Oxido-reduccién, como
la glicdlisis, la oxidacién de acidos gra-
sos, el metabolismo del nitrégeno, y en
procesos anabdlicos como la gluconeo-
génesis, la sintesis de aminoacidos y co-
lesterol (5).

Estudios recientes han dado a cono-
cer funciones diferentes para el NAD™,
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encontrandose que la molécula se halla
involucrada en reacciones que impli-
can modificaciones covalentes de pro-
teinas como mono ADP-ribosilacion,
poli ADP-ribosilacién y de acetilacion
de proteinas catalizadas por ADP-
ribosiltransferasas (ART), poli-ADP-
ribosa polimerasas (PARP) y sirtuinas
respectivamente (6). Estas reacciones
afectan de manera importante funciones
asociadas con procesos fisioldgicos y
patolégicos como la regulacién trans-
cripcional, los mecanismos de repara-
cién del ADN (7), la conservacion te-
lomérica, la necrosis, la apoptosis (8)
y la regulacion del ciclo celular (9). A
su vez, el NADP™* esta involucrado en
procesos de movilizacién de calcio, al
ser precursor de los mensajeros de cal-
cio, ADP-ribosa ciclica y el NAADP.
Estas moléculas son importantes para
una variedad de eventos de sefializacion
celular como la regulacién intracelular
de insulina, la activacion de células T
y la secrecion de catecolamina (8, 10).
La biosintesis de la coenzima puede
ser llevada a cabo por la via de novo
o por las vias de reciclaje del NAD™
(11) (Figura 1). Cualquiera de las dos
vias da productos que convergen a una
reaccidon catalizada por la NMNAT,
enzima que cataliza la condensacién de
ATP con el mononucledtido del acido
nicotinico (NAMN) o con la nicotina-
mida mononucleétido (NMN). Los pro-
ductos de la reaccién son el NAD* o
el 4cido nicotinico adenindinucle6tido
(NAAD), dependiendo del organismo.
La reaccién tiene lugar via un ataque
nucleofilico del grupo 5 fosfato del
mononucledtido sobre el a-fosfato del
ATP, liberando el dinucledtido y PPi
(11, 12, 13) (Figura 2).
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Via de novo Via de reciclaje
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Figura 1. Biosintesis del NAD.
Ho_ O
o \O/\EO)_H \
HOY % —
OH NH,
NMN
O
O
[b: ATP N
o o'b/o_ N//_ YNH,
o \Ob’o 0 —
o O \F
HO  "OH \ NMNAT
o O
B
O’ﬁ\O’ ~O
PPi
NH
T
on '
HOu., b-0 Ny
O- ¢}
H,N + b
7\ “0-P- ¥~ "OH
d &  HO
NAD*
Figura 2. Reaccién catalizada por la NMNAT

198

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 198

03/07/2013 10:07:39



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

Desde que se demostrd la existencia
de la NMNAT se han realizado diver-
sos estudios con el fin de caracterizar
esta enzima; su actividad se ha reportado
relacionada con la sintesis del DNA du-
rante el ciclo celular (14, 15). Estudios
sobre la NMNAT en humanos han mos-
trado la presencia de tres isoformas con
localizaciones diferenciadas en el nicleo,
el aparato de Golgi y la mitocondria, lo
que ha sugerido la no redundancia de la
proteina y ha resaltado la importancia de
los procesos involucrados con el NAD™
en cada uno de los compartimentos (16,
17). Ademas la enzima exhibe interac-
ciones especificas con la poli (ADP-ri-
bosa) polimerasa (PARP1) y parece estar
regulada por fosforilacion (18).

En el caso de la NMNAT de L. bra-
ziliensis (LbLNMNAT) se han encontrado
diferencias relevantes entre la enzima del
parasito y la enzima del hospedero hu-
mano (19); entre ellas la presencia de un
extremo amino terminal con una longitud
de 44 amino4cidos carente de homologia
con proteinas conocidas (20). Se presen-
ta en este caso la oportunidad de emplear
esta secuencia para la producciéon de
anticuerpos que especificamente puedan
reconocer esta proteina en el parasito y
sirvan como una herramienta de estudio
de esta secuencia N-terminal, para deter-
minar su posible relevancia en la activi-
dad de la proteina, asi como su posible
inclusién como blanco farmacolégico en
el tratamiento de la leishmaniasis. Para
tal efecto se propuso la sintesis de pépti-
dos que contuvieran parte de la secuencia
de amino4acidos exclusiva de la NMNAT
de L. braziliensis (‘MLSSTAAPYAL-
RTDKLKPLEGYAASSPTSTAEAASQ-
VTTPLLQ*P), con el fin de utilizarlos
en la produccién de anticuerpos. La es-
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trategia empleada para la sintesis de los
péptidos fue la sintesis organica en fase
s6lida, usando la estrategia Fmoc/tBu.
Los péptidos resultantes fueron caracte-
rizados por cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) y
espectrometria de masas. Los anticuer-
pos producidos fueron evaluados para
determinar los parametros adecuados de
deteccion, como dilucién del anticuerpo,
y cantidad de proteina a cargar para la
deteccion.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

La resina Rink amide, los aminoacidos
protegidos, N,N’-diciclohexilcarbodiimi-
da (DCC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt),
tetrafluoroborato-o-benzotriazol-il-
N,N,N,N-tetrametiluronium (TBTU) y
el triisopropilsilano (TIS) fueron adqui-
ridas de AAPPTec (Louisville, USA).
Los reactivos N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA), anhidrido acético, piperidi-
na, piridina, ninhidrina, fenol, KCN,
N,N-dimetilformaamida (DMF), Triton
X-100, etanoditiol (EDT) y el etanol ab-
soluto, fueron adquiridos de PANREAC
(Barcelona, Espafia). El diclorometano
(DCM), acetonitrilo (ACN), alcohol iso-
propilico (IPA) y 4cido trifluoroacético
(TFA) de Honeywell Burdick & Jack-
son®. Las columnas de extraccién en
fase solida empleadas fueron las Supel-
clean® LC-18 (Supelco, Sigma-Aldrich;
St. Louis, MO, USA).

Sintesis, caracterizacion y purificacion
de los péptidos diseiiados

La sintesis quimica de los péptidos fue
realizada manualmente en fase solida,
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empleando la estrategia Fmoc/tBu. La
metodologia fue adaptada de (21) y, en
términos generales, se realizaron los si-
guientes pasos:

(i) La resina Rink amide (200 mg,
sustitucion 0,66 meq/g) se sometié a un
proceso de hinchamiento por tratamiento
con DMF por 2 h, con agitacion cons-
tante y a temperatura ambiente. (i) La
remocioén del grupo protector Fmoc de
la resina se realizd por tratamiento con
soluciéon de desproteccion (piperidina
25 % (v/v), tritbn 1 % (v/v) en DMF),
dos veces, con agitacién constante a
temperatura ambiente por 10 min. Lue-
go la resina fue lavada extensivamen-
te empleando DMF (4 X), IPA (4X) y
DCM (2 X). Después de este tratamiento
los grupos amino quedaron libres para
permitir la incorporacién del primer
aminodcido. (iii) Luego se realizd la
reaccion de acople del aminoicido co-
rrespondiente; para tal fin se emplearon
cuatro excesos de aminoacido respec-
to a la resina, que fueron preactivados
empleando aminoacido protegido/DCC/
HOBt (1/1/1) disueltos en DMF y se de-
jaron reaccionar por 15 min a tempera-
tura ambiente. Posteriormente, se tratd
la resina con la solucién de aminoacido
activado para permitir la formacion del
enlace peptidico. La solucion de aminoa-
cido fue removida por filtracion y la re-
sina lavada extensivamente. La reaccion
fue monitoreada y, cuando se detectaron
grupos amino libres, se procedio a tratar
la resina nuevamente con aminoacido ac-
tivado, esta vez usando dos excesos de
aminoacido protegido/TBTU/HOBt/DI-
PEA (1/1/1/3). La reaccioén se dej6 con
agitacion constante por 4 h a temperatura
ambiente. (iv) La reaccién de acople fue
monitoreada cualitativamente usando el
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reactivo de ninhidrina, asi a una fracciéon
de la resina-péptido seca se le adiciona-
ron las soluciones A (40 ul) y B (20 ul).
Una vez la mezcla fue homogenizada se
someti6 a calentamiento a 105 °C por 5
min y se observé el color generado por la
reaccion. Una coloracién azul era indi-
cativa de la presencia de grupos aminos
libres y la coloracién amarilla correspon-
dia a prueba negativa. La solucion A esta
compuesta por 40 g de Fenol en 10 ml de
etanol absoluto, 1 ml del stock de KCN
(65 mg de KCN/100 ml de agua) y 50 ml
de piridina, y la solucién B contenia 1,25
g de ninhidrina en 25 ml de etanol ab-
soluto. (v) Luego se desprotegio el gru-
po a-amino para obtener los grupos alfa
aminos libres disponibles para el acople
del siguiente aminoacido y se realizé el
monitoreo de la reaccién de desprotec-
cion usando el reactivo de ninhidrina.
Esta serie de reacciones (ii-v) se reali-
zaron hasta incorporar todos los aminoa-
cidos. (vi) Se desprotegio el grupo ami-
no terminal de cada péptido y se secd la
resinae procedid entonces (vii) a retirar
los grupos protectores de las cadenas la-
terales y desanclar el péptido del soporte
s6lido, para esto la resina-péptido (1g/10
ml) fue tratada con un coctel, que conte-
nfa TFA/TIS/EDT/H,0 (93/2/2,5/12,5 %
v/v), por 6 h con agitacion constante y
temperatura ambiente. Después de este
tratamiento la resina fue filtrada y el pép-
tido precipitado por adicién de éter etili-
co frio y se lavd cinco veces con el éter
y se secO el producto.(viii)Los produc-
tos de sintesis fueron analizados en una
columna ECLIPSE C18 (Agilent 4,6 X
150 mm, 3,5 pm) usando un cromatdgra-
fo liquido Agilent 1260 (Omaha, Nebras-
ka, USA) con detector UV-vis (210 nm).
Los solventes empleados para el analisis
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fueron agua -0,05 % TFA (solvente A) y
acetonitrilo -0,05 % TFA (solvente B);
se aplic6 un gradiente lineal de 0 % hasta
70 % de B en 45 min a un flujo de 1,0
ml/min.

(ix) Los péptidos fueron purificados
por extraccion en fase sélida (SPE) usan-
do columnas Supelclean® LC-18 de 1 g de
soporte. Las columnas fueron activadas
antes de usar con 30 ml de acetonitrilo
(0,05 % TFA) y luego equilibradas con
30 ml de agua (0,05 % TFA). El méto-
do de purificacién consistié en absorber
10 mg de péptido crudo en la columna y
eluir con soluciones que tenian diferente
concentracion de acetonitrilo; cada frac-
cion fue de 3,0 ml. Las fracciones fue-
ron analizadas por RP-HPLC analitica
segliin el método descrito anteriormente.
Las fracciones que contenian el péptido
puro fueron mezcladas y liofilizadas.(x)
Se determind la masa molecular de los
péptidos mediante espectrometria de ma-
sas con ionizacién por desorcion asistida
por matriz (MALDI) usando un anali-
zador de tiempo de vuelo (TOF); como
matriz fue empleado el acido alfa-ciano-
4-hidroxicindmico (CHCA). El equipo
utilizado fue un espectrometro de masas
Bruker Daltonics Ultraflex TOF.

Oxidacion de los péptidos

El procedimiento seguido se adapté de
(22). La muestra liofilizada se oxid6
para obtener polimeros que contuvieran
la secuencia peptidica; asi, 1,5 mg de
péptido puro se disolvieron en 150 ul de
NH,HCO, 20mM (pH 7,6) y 10 ul de
DMSO (oxidante). La mezcla se dejé en
agitacion durante aproximadamente 30
h. Una vez transcurrido este tiempo se
adicionaron 4 ml de agua/TFA 0,05 %
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para detener la reaccion. El proceso de
formacién del polimero se siguié por
RP-HPLC, empleando el método antes
descrito. Una vez culminada la oxida-
cion, el DMSO de cada muestra fue re-
tirado por extraccion en fase sélida. El
péptido oxidado fue entonces liofilizado
y se disolvi6 en PBS, para dar una solu-
ciéon de 1 pg/ul.

Obtencion de los anticuerpos

La obtencion de anticuerpos policlonales
contra las secuencias peptidicas de la pro-
teina LDONMNAT sintetizadas se realiz
empleando protocolos estandarizados en
trabajos previos en el grupo de investi-
gaciéon. Se emplearon ratones hembra
Mus musculus BALB-C de seis semanas
de edad para realizar inoculaciones in-
traperitoneales. Se utilizaron tres indivi-
duos por cada péptido. El programa de
inoculacion empleado se describe en la
Tabla 1. Las emulsiones antigénicas se
prepararon con adyuvante completo de
Freud para la primera inoculacién, y con
adyuvante incompleto de Freud para las
tres inoculaciones restantes como sigue:
se tomaron 100 ul de la solucién de pép-
tido polimerizado preparada previamente
para obtener una cantidad total de 100 pg
de péptido en el inéculo, a continuacién
se completd a 175 pl con PBS; a esta so-
lucién se adicionaron ~ 175 pl del adyu-
vante correspondiente para obtener una
mezcla 1:1 de adyuvante y solucién de
antigeno. Se emulsificd esta mezcla con
vortex durante 15 min. Como control de
la inmunizacién se inoculé PBS mezcla-
do con el adyuvante apropiado.

policlonales contra las secuencias N-
terminales de la proteina LbONMNAT en
ratones
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Tabla 1. Esquema de inmunizacién utilizado para la produccion de anticuerpos

Primera Segunda Tercera Cuarta
inoculacién inoculacion inoculacién inoculacién
Dia 0 7 21 35
Adyuvante Completo Incompleto Incompleto Incompleto
Cantidad antigeno (ug) ~ 100 ~ 100 ~ 100 ~ 100
Volumen de inyeccion (ul) 350 350 350 350

Preparacion de los antisueros

Una semana después de la cuarta ino-
culacion se extrajeron 600 ul de sangre
del seno orbital de cada individuo. Estas
muestras se incubaron a 4 °C durante 3
h para permitir la coagulacién, posterior-
mente se centrifugd a 5000 rpm por 20
min a 4 °C. Se separ6 el sobrenadante,
se suplement6 con glicerol al 10 % (v/v)
y se alicuot6 el suero en viales de 0,6 ml.
Estos sueros se almacenaron a -80 °C.

Western blot

Se realiz6 la separacion electroforéti-
ca de la proteina LbONMNAT median-
te SDS-PAGE en un gel discontinuo al
10 % deacrilamida, el cual se prepar6 de
la siguiente manera: gel separador, 2,5
ml de una solucién de acrilamida 30 %
bisacrilamida 0,8 %, 3,12 ml de agua
desionizada, 1,88 ml de buffer separa-
dor 4x pH 8,8 (1,5 M Tris-HCI pH 8.8,
0,4 % SDS), 25 pl de una soluciéon de
persulfato de amonio 10 %, y 5 ul de
TEMED. Esta solucién se sirvié en el
casete y se le adicionaron 200 ul de eta-
nol 70 %, después de lo cual se dejo po-
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limerizar por aproximadamente 1 h; pos-
teriormente, se descartd el etanol. Una
vez terminado este proceso se prepard el
gel concentrador asi: 320 pul de una so-
Iucién de acrilamida al 30 %, bisacrila-
mida 0,8 %, 1,5 ml de agua desionizada,
620 pl de buffer concentrador 4x (0,5 M
Tris-HCI, pH 6,8, 0,4 % SDS), 12,5 ul
de una solucién de persulfato de amonio
10 % y 2,5 ul de TEMED. Esta solucién
se sirvid sobre el gel separador y se co-
loc6 un peine para marcar los pozos. Se
dej6 polimerizar por cerca de 30 min.

El gel polimerizado se colocO sobre
una camara de corrida electroforética, la
cual se llen6 con buffer para electrofore-
sis (Tris-base, Glicina y SDS). A conti-
nuaciéon se sembr6 en los pozos 2,5 ug
de proteina recombinate NMNAT purifi-
cada., y se corri6 el gel a una diferencia
de potencial de 100 V. Luego de la elec-
troforesis, las proteinas se transfirieron
hacia una membrana de PVDF, la cual
fue previamente activada por inmersion
de esta en metanol durante 30 segundos,
seguido de inmersién en agua desioni-
zada y buffer de transferencia (192 mM
glicina, 44 mM Tris y 10 % (v/v) meta-
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nol) por 3 minutos. Se armo el casete que
pone en contacto el gel con la membrana
de PVDF y se sumergi6 en una cimara
de transferencia llena con este buffer. La
transferencia se realizd toda la noche a
20 V. Una vez terminada, esta se verifico
ésta haciendo tincién con rojo ponceau
durante un minuto. La deteccién inmu-
noldgica se realizé utilizando como an-
ticuerpo primario diferentes diluciones
(1:50, 1:100, 1:200, 1:500) del suero ob-
tenido en TBS, el anticuerpo secundario
fue un anti-ratén peroxidasa (Anti-mouse
IgG, HRP adquirido de Sigma) una dilu-
cién (1:1000). La deteccién cromogénica
de los complejos inmunoldgicos se rea-
liz6 usando el sustrato de la peroxidasa
de ridbano en la siguiente preparacion:
5 ml de TBS, 1 ml de 4-cloronaftol, y
Sul de H,O,. El suero no relacionado
(1:500) y el anticuerpo monoclonal con-
tra la etiqueta de 6 histidinas (mAb to 6x
His tag® adquirido de Abcam) (1:2500)
se utilizaron como controles negativo y
positivo respectivamente. L.a membrana
se bloqued con TBS-leche 2 % durante 1
h, posteriormente se incubd con el anti-
cuerpo primario durante 3 h, seguido de
tres lavados con TBS-leche 2 % de 10

min cada uno. A continuacion se incubd
1 h con el anticuerpo secundario, y se
lavé con TBS-leche 2 % 3 veces, de 10
min cada lavado. Finalmente se reveld
empleando el sustrato de la peroxidasa,
el cual se incubé con la membrana du-
rante 10 min en la oscuridad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizando la secuencia N-terminal de
la proteina NMNAT de L. braziliensis,
'MLSSTAAPYALRTDKLKPLEGYA-
ASSPTSTAEAASQVTTPLLQ*P, se
disefiaron tres péptidos, dividiendo toda
la secuencia en fragmentos peptidicos de
catorce y quince aminoacidos. Para evi-
tar el uso de una proteina transportadora
al momento de la inoculacion de los pép-
tidos en el modelo animal seleccionado,
se sintetizaron las cadenas con la adicion
de un espaciador en cada extremo, gli-
cina (G), seguido de cisteina (C), con el
fin de usar este Gltimo para la formaciéon
de puentes disulfuro entre cadenas suce-
sivas, de tal forma que se obtuviera un
polimero, capaz de inducir reaccioén in-
munoldgica por si mismo. Los péptidos
disefiados son listados en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los péptidos disefiados derivados de la secuencia N-terminal de la pro-
teina NMNAT de L. braziliensis. Analisis por MALDI-TOF de los péptidos sintéticos

Masa

Péptido Secuencia teérica (Da) m/z observado
Nt-LbNMNATa CGIMLSSTAAPYALRT14DGC 1814,81 1814,67
Nt-LbNMNATb CG15KLKPLEGYAASSPT29SGC 1866,90 1868,45
Nt-LbNMNATc CG30TAEAASQVTTPLLQ44PGC 1844,87 1844,18
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La sintesis de los péptidos llevada a
cabo mediante la estrategia Fmoc/tBu
mostré ser eficiente en la produccién
mayoritaria del péptido de interés, de
acuerdo con el andlisis de espectro-
metria de masas realizado al producto
principal de cada sintesis. Es importan-
te mencionar que la duracion del pro-
ceso de sintesis depende directamente
de las estrategias de acople empleadas;
asi se observo que para la adicion se-
cuencial de amino4cidos luego del
duodécimo residuo a la cadena pepti-
dica, la estrategia que empleaba AA/
DCC/HOBt no resultaba efectiva. En
este punto, la extension de las cadenas
y las cercanias de los diferentes puntos
de sintesis en la resina pueden permitir
que se de interaccion intercatenaria,
y que exista plegamiento y formacién
de estructuras secundarias que difi-
culten la adiciéon de los aminoacidos
siguientes a las cadenas (23); aunque
es normal que ocurra esto en cadenas
altamente hidrofébicas y en resinas del
mismo tipo que no presenten suficiente
hinchamiento, la renuencia a la adi-
cion del siguiente aminoidcido plante6
la necesidad de considerarlo como una
opcidn, por tal motivo una estrategia
fue la adiciéon de una pequefla canti-
dad de detergente (Triton X-100) con
el fin de romper dichas estructuras, asi
como el empleo de DCM en la mez-
cla de reaccion, debido a la capacidad
de este solvente para hinchar la resi-
na, lo que en principio permitiria una
mayor accesibilidad del aminoicido
entrante a la cadena anclada a la resi-
na. Durante la sintesis se observé que
dichas estrategias tendian a mejorar la
eficiencia de los acoples, sin embargo
el resultado no fue lo suficientemente
bueno, extendiendo demasiado el tiem-

204

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 204

po de sintesis del péptido. Con el fin
de mejorar la reactividad del aminoa-
cido entrante se utiliz6 la estrategia de
acople AA/TBTU/HOBt/DIPEA, en
este caso el DIPEA mejoraba la reac-
tividad del grupo carboxilo, despro-
tondndolo y haciéndolo mas reactivo
hacia la generacién de la forma acti-
vada del aminoacido por reaccién con
el TBTU, pues el medio de reaccion
que contenia DCM permitia el hincha-
miento de la resina, como se mencio-
nd anteriormente. Esta variacion en la
estrategia de acople permiti6 adicionar
los aminoacidos restantes, mejorando
la eficiencia de la sintesis por lo que
es recomendable, para estas secuencias
en particular, el uso de esta estrategia
de acople cuando los aminoicidos ex-
cedan los doce residuos.

En los perfiles cromatograficos ob-
tenidos para los péptidos crudos se ob-
serva la presencia de varias especies,
diferenciandose claramente una princi-
pal (Figura 3); esta especie fue enrique-
cida mediante extraccidn en fase sélida
(SPE), usando un gradiente de elucidn,
; las fracciones recolectadas fueron ana-
lizadas por RP-HPLC, reunidas y liofili-
zadas; a manera de ejemplo en la Figura
4A se muestra el anilisis de la fraccion
enriquecida del péptido Nt-LbNMNA-
Ta.En la Figura 3C el cromatograma
del péptido Nt-LbNMNATc muestra
la presencia de un pico muy cercano al
pico principal dificil de resolver, el cual
puede corresponder a un producto des-
hidratado. Ya que los picos eluyen muy
cerca se utiliz6 la fraccion que contenia
las dos especies para los procedimientos
posteriores, obteniéndose buenos resul-
tados como se observa mas adelante,
justificando la eleccidn.

03/07/2013 10:07:39



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

19,30

500 -|

22 24 26 28 30
Tiempo (minutos)

17,49

B

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Tiempo (minutos)

mAU. 19,53

c

28 32 36 M
Tiempo (minutos)

Figura 3. Anélisis por RP-HPLC de los péptidos crudos. Panel A: péptido Nt-LbNMNATa; Panel B: pép-
tido Nt-LbNMNAT®D, y Panel C: péptido Nt-LbNMNATc.

Las especies poliméricas necesarias
para la inmunizacioén de los ratones fue-
ron obtenidas por oxidaciéon con DMSO
de las fracciones enriquecidas de cada
péptido. La reacciéon fue monitoreada
por RP-HPLC, analizando la reacci6n
después de las primeras 7 h de reaccion.
En la Figura 4B se muestra a manera de
ejemplo y de forma comparativa el perfil
cromatografico del péptido Nt-LbNM-
NATa después de la reacciéon de oxida-
cion. Es clara la formacion de varias es-
pecies correspondientes a las diferentes
posibilidades de reaccion; estas aparecen
a un mayor tiempo de retencion, lo que
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es consecuente con la formacién de un
polimero que interactuard més con la co-
lumna por fuerzas intermoleculares de
Van der Wals, que son de mayor intensi-
dad en moléculas de alto peso molecular.

Cabe aclarar que los las fracciones
purificadas de los péptidos fueron ana-
lizadas antes del proceso de oxidacién
mediante espectrometria de masas MAL-
DI TOF para verificar que correspondian
a la especie deseada. En la Figura 5 se
muestra uno de estos andlisis y en la Ta-
bla 2 se resumen los datos de los andlisis
de todos los péptidos.
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Figura 4. Anlisis por RP-HPLC de la fraccion enriquecida (Panel A) del péptido Nt-LbNMNATa después
de su purificacién por SPE y del péptido después del tratamiento de oxidacién con DMSO (Panel B).
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Figura 5. Espectros de masas de los péptidos purificados. a) péptido Nt-LbNMNATa; b) péptido Nt-LbNM-

NATD; c) péptido Nt-LbNMNATc.

Analisis de los anticuerpos generados
a partir de los péptidos sintetizados

En la Figura 6 se observa el ensayo de
inmunodeteccién realizado con los an-
ticuerpos provenientes del raton inocu-
lado con los péptidos Nt-LbNMNATa,
Nt-LbNMNATbH y Nt-LbNMNATc. En
los tres casos se tiene un resultado po-
sitivo para la deteccion de la proteina
recombinante LONMNAT. Se analizaron
diferentes diluciones del anticuerpo y se
encontré6 que para la dilucién 1:500 se
observaba una sefial claramente identifi-
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cable, en tanto para el suero no relacio-
nado no se observaba una sefal, lo que
permite establecer que esta dilucién es
adecuada para obtener buenos resultados
sin la presencia de falsos positivos de-
bidos a interacciones inespecificas entre
proteinas. Los ensayos realizados con
diferentes cantidades de la proteina re-
combinante y diferentes diluciones del
anticuerpo permitieron determinar que
para observar un reconocimiento de la
proteina con el anticuerpo es necesario
cargar al menos 2 ug de proteina.
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Figura 6. Ensayo de western blot para la deteccion de la proteina recombinante, suero a- Nt-LbNMNATa
(Panel A), suero o.- Nt-LbNMNATD (Panel B) y suero o- Nt-LbNMNATc¢ (Panel C) a diferentes diluciones.

N.R. (No relacionado 1:500).

Los resultados obtenidos sugieren
que los anticuerpos obtenidos empleando
los polimeros de péptidos con secuen-
cias de la proteina NMNAT son inmu-
ndgenos adecuados para la produccion
de anticuerpos contra esta proteina; no
obstante, debido a que el epitope de re-
conocimiento de la proteina es solo una
reducida secuencia de la proteina total,
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es necesario emplear una baja dilucién
del anticuerpo.

A fin de utilizar esta herramienta de-
sarrollada para estudiar la proteina en-
ddgena en el parasito se hace necesario
estandarizar técnicas de deteccion de la
proteina NMNAT en extractos del para-
sito, con el fin de concluir sobre la im-
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portancia del extremo amino terminal de
la proteina en cuestion.

Una de las aplicaciones interesantes a
evaluar con esta herramienta es la posible
afectacion de la actividad de la proteina
en presencia de los anticuerpos, lo que
podria inducir interesantes aproximacio-
nes a la importancia de esta secuencia en
el proceso de plegamiento de la proteina.

CONCLUSIONES

Se sintetizaron y analizaron eficazmente
péptidos, los cuales contenian parte de
la secuencia N-terminal de la proteina
NMNAT de L. braziliensis. Se genera-
ron con éxito anticuerpos contra la pro-
teina en estudio utilizando como agentes
inmunogénicos secuencias peptidicas
polimerizadas, derivadas del extremo N-
terminal de la protefna del parasito. Se
determinaron asimismo los parametros
adecuados para la inmunodeteccion de
la proteina recombinante, encontrandose
que para la deteccidn es necesario cargar
2,5 ug de proteina, con una dilucién del
anticuerpo de 1:500.
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