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La primera version de una biblioteca combinatoria de péptidos fue publicada en
1984. Posteriormente en 1988 se aplico la expresion en fagos filamentosos para
la generacion de bibliotecas de péptidos y proteinas. Hacia el final del siglo xx
ya se resumian en cuatro grandes grupos las principales variantes de bibliote-
cas combinatorias de secuencias peptidicas (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Biliotecas combinatorias de péptidos

Variantes Referencia

- En fapos [1, 2
Bibliotecas hinldgicas - Em plasmicos 131

- Em pedisoimas [4]

- Sintesis en multipines 151
o Sintesis e bodksas de
Bibliotecas oblenidas por Y o (6]
. polipropileno
sintesis paralela de .. .
; Limtesis sohre membranas de -

estructuras definidas (7]

celulosa

Sinmtesis dirigda por luz &l
Bibliotecas - Bibliotecas iterativas (9, 10
con decomvalucion - Biblictecas con harrida
de las mezclas de posicidn (11l

Bibliotecas inmaovilizadas |- Bibliotecas tipo "una perla,
sobre el soporte silido una estructurg”

[12]

Entre los soportes solidos mas utilizados estan las resinas poliméricas de
poliestireno entrecruzado con 1 % de divinilbenceno (denominadas cominmen-
te perlas por la forma esférica que se observa al microscopio), la celulosa, el
vidrio y el algodon [13]. Segtin el procedimiento final con el soporte solido que
se utilice, las bibliotecas de péptidos sintéticos pueden dividirse en dos grandes
grupos: las bibliotecas que son liberadas del soporte s6lido a una solucion y las
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bibliotecas en las que las moléculas de péptidos se mantienen inmovilizadas
sobre el soporte solido. En el primer caso los métodos de pesquisaje son los
utilizados en los ensayos estandar de bioactividad: ensayos de competencia de
unidn a un receptor, ELISA de competencia, ensayos enzimaticos, ensayos con
células intactas, etc. En el segundo caso, el pesquisaje se realiza directamente
sobre la fase solida y los resultados se visualizan con el empleo de moléculas
marcadas con radiactividad o con elementos capaces de desarrollar color [14].

BIBLIOTECAS OBTENIDAS POR SINTESIS PARALELA
DE ESTRUCTURAS DEFINIDAS

La caracteristica fundamental de este tipo de bibliotecas es que los péptidos son
sintetizados sobre la fase s6lida en un formato espacialmente definido y la se-
cuencia de los aminoacidos es predeterminada. Tanto la sintesis como el
pesquisaje de estas bibliotecas se realizan de forma paralela, es decir, teniendo
en cuenta un numero determinado de moléculas simultaneamente. En depen-
dencia de la estrategia que se utilice, el pesquisaje puede ser realizado con los
péptidos anclados sobre el soporte sdlido, sobre el cual se realizo la sintesis o
¢éstos pueden ser liberados para ser ensayados en solucion. En cualquiera de las
dos variantes el péptido con actividad positiva puede ser facilmente localizado e
identificado estructuralmente. Esta es la mayor ventaja de la utilizacion de es-
tas bibliotecas: la estructura quimica de los péptidos es predeterminada y por lo
tanto no se necesita de ningun método quimico-fisico analitico para su caracte-
rizacion [ 14]. Sin embargo, la limitacion fundamental de este tipo de bibliotecas
es que so6lo un nimero relativamente pequenio de péptidos puede ser sintetizado
y la biblioteca se considera generalmente muy pequeiia para las necesidades de
diversidad quimica.

Se han desarrollado cuatro técnicas fundamentales de sintesis paralela de es-
tructuras definidas: la sintesis en multipines, la sintesis en bolsas de polipropileno,
la sintesis sobre membranas de celulosa y la sintesis dirigida por luz.

LA SINTESIS EN MULTIPINES

El método de sintesis en multipines desarrollado por H Mario Geysen [5] puede
ser utilizado para la sintesis simultanea de hasta 96 péptidos tanto para el ensa-
yo en solucion como en la fase solida. Esta técnica consiste en el ensamblaje de
los péptidos en las cabezas (coronas) de los pines de polietileno (Figura 2.1) en
un arreglo de 8 x 12 de acuerdo con la quimica convencional Fmoc-/tBu. Estas
coronas estan recubiertas de polimero irradiado y funcionalizado de manera tal
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que sea posible el acoplamiento eficiente del primer aminoacido de la secuencia
peptidica. Las coronas son facilmente reemplazables, lo que permite utilizar el
mismo sistema de pines para varias sintesis consecutivas.
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Figura 2.1. Pin de polietileno con cabeza (corona) reemplazable. La superficie de la corona esta
funcionalizada con grupos aminos, a los que se le acopla el primer amino acido de la
secuencia de los péptidos. Estos pines se fijan en una plataforma en un arreglo de
8 x 12 con una geometria semejante a una placa para ELISA. Esto permite realizar la
sintesis simultanea de hasta 96 péptidos diferentes y los inmunoensayos en el formato
estandar con placas de 96 pocillos.

Estos pines se montan en una base de plastico con una geometria que se co-
rresponde con el formato de una placa de ELISA de 96 pocillos, lo que facilita
el ensayo de actividad, tanto en solucidn, si se liberan los péptidos a los pocillos
de la placa, como en fase sélida, si se mantienen anclados al soporte sélido.
Este formato minimiza de forma efectiva los pasos de la manipulacion de los
péptidos relacionados con la sintesis, permite la realizacion de varios ensayos
de actividad con las mismas moléculas y no requiere de equipamiento costoso.

Se conocen cuatro variantes comerciales de esta tecnologia (Tabla 2.2) [15]. El
nivel de sustitucion o la carga del pin, como también se le conoce, esta definida
como la cantidad, en micromoles, de una secuencia determinada de un péptido
que se puede generar en la sintesis sobre la corona del pin. Esta funcion varia en
dependencia de los requerimientos de los diferentes ensayos de actividad y
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se predetermina en cada variante comercial. El método de desanclaje y libera-
cion de los péptidos a una solucion esta condicionado por el tipo de espaciador
utilizado en la funcionalizacion de las coronas de los pines [16]. En el caso del
juego de reactivos y medios para sintesis multiple, la carga es relativamente alta
con el objetivo de obtener cantidades suficientes para otros ensayos biologicos.

Tabla 2.2. Juegos de reactivos comerciales de sintesis de péptidos en multipines

M étoco e

MCP (Moncleavable multipin peptide
synthesis kit

Sistema de sintesis sobre multipines 0.1 I B2 e

sin desanclaje final de los péptidos

DKP iCleavable peptide kit

diketopiperazine C-termini Tratamiento con un
Sistema de sintesis sobre multipines ) huter de pH 7-8 con
con desanclaje final de los péptidos ' un 40 % de

con &l C- terminal en forma de acetonitrilo
dicetopiperazina

CAP (Cleavable peptide kit-glvcine

acid ar amide C-terrminil Tratarniento Con una
Sisterma de sintesis sobre multipines g solucidn 0,1 maold
con desanclaje final de los pépticos ! de MaQH con un
con C-terminal en forma de amida o 40 % de acetonitrilo

cle Acido glicimico

- : s o Ir. il C0

MPS (Multiple peptide synthesis| tralarmenlo con

. - - - g ald ||.i|"' ritfuoraceiico v

Sistema de sintesis de miltiples Tl L
una mexcia ICI("'

peptidos agentes nucleatilicos

LA SINTESIS EN BOLSAS DE POLIPROPILENO

La sintesis en bolsas de polipropileno (Figura2.2a) fue desarrollada por Richard
A. Houghten [6, 30] y se conoce popularmente como sintesis en “bolsas de té”,
por la similitud con las utilizadas en esta técnica. Inicialmente se utiliz6 en la
preparacion de una serie de analogos de un péptido de 13 aminoacidos corres-
pondiente a laregion 75-110 de la hemaglutinina (HA1) [16]. Posteriormente su
uso se extendio a la obtencion de bibliotecas de hasta aproximadamente 150
péptidos con diferentes secuencias.
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La estrategia de sintesis de estas bibliotecas no se diferencia de la normalmen-
te utilizada en la sintesis multiple. La resina (60-100 mg/bolsa) se coloca en el
interior de una bolsa porosa de polipropileno, generalmente de 30 x 40 mm, se
sella y se codifica. El ensamblaje de los péptidos se realiza colocando cada
bolsa en la solucion individual del aminoacido correspondiente, aunque en de-
pendencia de las secuencias disefiadas, varias bolsas pueden coincidir en una
misma solucion. Todos los pasos comunes, como los lavados y la desproteccion
de los grupos N*-aminos, se pueden realizar simultineamente en un solo frasco
de reaccion (Figura 2.2b). Al final del proceso de sintesis, cada bolsa contiene
una secuencia peptidica unica que se libera de la fase s6lida también de forma
multiple y simultanea en equipos especiales para estos fines.
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Figura 2.2 a. La resina se coloca en el interior de la bolsa porosa de polipropileno con el codigo
correspondiente. El didametro de los poros permite el flujo de los reactivos y solven-
tes hacia dentro y fuera de la bolsa. b. Representacion del esquema de la sintesis
multiple con el uso de estas bolsas permeables. Algunos pasos comunes se pueden
realizar simultaneamente en un solo frasco de reaccion.
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El uso mas efectivo que ha encontrado esta técnica ha sido en el mapeo de
epitopos [31], en la caracterizacidn estructural de proteinas [32] y en conjunto
con algunos métodos de prediccion estructural para el disefio de farmacos [33].

La ventaja fundamental de la aplicacion de esta técnica para la preparacion de
bibliotecas de péptidos es que se pueden producir cantidades suficientes de
estas moléculas (0,05-0,5 mmoles) para la purificacion y la caracterizacion, si
es necesario. Estas bibliotecas pueden ser efectivas cuando se utilizan en ciclos
avanzados de pesquisaje, donde las posibilidades se reducen a un nimero me-
nor de moléculas y crece la necesidad de cantidades suficientes de cada com-
puesto para ensayos mas restringentes.

LA SINTESIS SOBRE MEMBRANAS DE CELULOSA

La sintesis sobre membranas de celulosa se desarrollo, en un primer intento,
como una técnica rapida para el estudio de sitios de unioén de anticuerpos con
péptidos inmovilizados sobre un area predefinida. Este nuevo concepto de sin-
tesis paralela en fase solida de péptidos fue desarrollado por Ronald Frank [7]
y utiliza la estrategia de sintesis Fmoc-/tBu. El fundamento del método consiste
en la utilizacion de la superficie previamente funcionalizada de una membrana
de celulosa como soporte solido para el ensamblaje de secuencias peptidicas.
La sintesis se realiza con la aplicacion de un volumen conveniente de la mezcla
de reaccidn que contiene el amino acido protegido en un solvente poco volatil
como la N,N-dimetilformamida o la N,N-dimetilacetamida sobre la membrana
de celulosa. Esta mezcla, mientras se absorbe y difunde en una superficie cir-
cular (mancha) de un didmetro proporcional al volumen que se dispensa, reac-
ciona con los grupos reactivos que se encuentran dentro de esta area [34]. Esta
operacion se puede realizar paralelamente y formar un gran nimero de estas
manchas en una misma superficie integra de celulosa, de manera que si en cada
volumen dispensado se utiliza un monomero diferente, en cada mancha se en-
samblara una molécula de péptido con una secuencia diferente.

Con la funcionalizacion de la superficie de la membrana de celulosa se introdu-
cen los grupos aminos necesarios para el posterior ensamblaje de las secuen-
cias peptidicas, segun el procedimiento convencional de sintesis. Generalmente
se utiliza la esterificacion de la Fmoc-fAla con los grupos hidroxilos de la celu-
losa en presencia de activadores como el N-metilimidazol y la N,N’-
diisopropilcarbodiimida. En la definicidon del area de las manchas se utiliza una
segunda BAla, con lo que queda ensamblado el brazo espaciador fAla-pAla. El
resto del area de la membrana queda inactivada por una acetilacion.

El volumen dispensado y la capacidad absortiva de la membrana determinan la
dimension de la mancha. A su vez, el tamafo de la mancha determina la distancia
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minima entre cada una y por lo tanto el numero total de estas distribuidas en una
membrana de celulosa de dimensiones dadas [35]. Cada mancha se identifica
escribiendo con lapiz un nimero consecutivo que se corresponde con una se-
cuencia especifica en el listado de los péptidos a sintetizar. Esta identificacion
permite una rapida distribucion de las soluciones de los derivados de aminoacidos
activados en cada ciclo de elongacion de la secuencia. Este procedimiento pue-
de ser auxiliado por un programa de computacion.

Los grupos aminos libres sobre la membrana se pueden tefiir con bromofenol
azul [36] antes de la reaccidon de acoplamiento del proximo derivado de amino
acido (Figura 2.3). Esta tincidén no destructiva permite el control visual de la
eficiencia del dispensado de los volumenes, de la eficiencia de cada acopla-
miento y de la eliminacion de las protecciones temporales de los grupos aminos
terminales. Como en la tecnologia de sintesis sobre multipines, todos los Fmoc-
derivados de amino &cidos son acoplados con el método de activacién con N,N’-
diisopropilcarbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol. Debido a la caida en la eficiencia
de los acoplamientos, no se recomienda la sintesis de péptidos con mas de 15
residuos en la secuencia.
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Figura 2.3. Membrana de papel Whatman 540 (9 cm de didmetro) con 50 manchas teniidas con
bromofenol azul. La identificacion de la membrana (A), asi como la enumeracion de
los diferentes péptidos se realiza con lapiz directamente sobre la superficie del

papel.

Una vez que se ensambla paralelamente la secuencia de cada péptido, se pro-
cede a la desproteccion de las cadenas laterales de los aminoacidos. Este paso
infiere un tratamiento con acido trifluoracético al 50 %, 3 % de triisobutilsilano
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y 2 % de agua en diclorometano durante dos horas a temperatura ambiente.
Después de varios lavados con diclorometano, N,N’-dimetilformamida y etanol
consecutivamente, la membrana queda lista para los ensayos bioldgicos.

ENSAYOS DE UNION CON ANTICUERPOS

La técnica de los péptidos sintetizados sobre membranas de celulosa fue utiliza-
da inicialmente para el mapeo de epitopos con anticuerpos monoclonales [37,
38] y se siguid el procedimiento estandar para un ELISA (Figura 2.4). Sin em-
bargo, la practica ha mostrado la utilidad de esta técnica en ensayos de union
con sueros totales, proteinas purificadas y péptidos sintéticos [39, 40].

Figura 2.4. Esquema de reconocimiento de un péptido en un ensayo inmunoenzimatico

De forma general se puede aplicar el siguiente procedimiento para estos ensa-
yos biologicos:

1. La membrana de celulosa se lava varias veces con una solucion de T-TBS (0,05 %
de Tween-20 en un solucion de Tris 10 mmol/L, NaCl 150 mmol/L a pH 7.6).

2. Se bloquea con una solucion de leche al 5 % en TBS (Tris 10 mmol/L, NaCL
150 mmol/L pH 7.6) durante toda la noche a 4 °C o por un periodo de tres
horas a temperatura ambiente.

3. Se incuba con agitacion durante dos o tres horas a 37 °C con la solucion del
anticuerpo, diluida en leche al 5 % en TBS.
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4. Se incuba durante una hora con la solucion del anticuerpo secundario conju-
gado a la fosfatasa alcalina en leche al 5 % en TBS.

5. Se afiade finalmente el sustrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) a
0,3 mg/mL, diluido en la solucion tampon Tris-HC1 0.1 mol/L, NaCl1 0.1 mol/L,
MgCl,2 mmol/L) a pH 8,7. La reaccién se detiene con lavados de PBS al
aparecer la coloracion azul en determinadas manchas.

La aparicion de la coloracion sobre la superficie de las manchas indica el
reconocimiento de una secuencia determinada por el anticuerpo. El procedi-
miento para sueros, proteinas, péptidos sintéticos u otras moléculas puede ser
el descrito con modificaciones especificas para cada ensayo. La concentra-
cion adecuada de la molécula blanco utilizada en el pesquisaje de los péptidos
con actividad bioldgica positiva se determina con ensayos progresivos de dis-
minucioén de la dilucion.

Una de las ventajas de esta técnica es la posibilidad de reutilizar la membrana
en varios pesquisajes sucesivos. Si durante los ensayos biologicos, la membra-
na no sufre dafios significativos, como por ejemplo un exceso en la intensidad
del color del revelado, es posible su utilizacion en no menos de 10 experimentos
consecutivos. Pero antes de cada proximo ensayo es necesaria la regeneracion
de la membrana.

Este se logra con un procedimiento sencillo:

1. La membrana de celulosa se lava dos veces con agua y tres veces con DMF.
Si el color azul del sustrato precipitado no es eliminado en los primeros lava-
dos con DMEF, el tercer lavado se debe realizar con ultrasonido.

2. Se realizan lavados con agua y se trata con una solucion de urea 8 mol/L, SDS
al 1 % y 2-mercaptoetanol al 0,1 % en agua a 40 °C con ultrasonido (3 veces
durante 5 min).

3. Finalmente se lava tres veces durante cinco minutos con una solucion de
etanol al 30 % y acido acético al 20 % en agua y 2 veces con etanol.

De esta forma la membrana de celulosa queda lista para un proximo ensayo o
se seca y se guarda a —20 °C si no se va a utilizar de inmediato.

LA SINTESIS MEDIADA POR LUZ DIRIGIDA

La sintesis de péptidos mediada por luz dirigida es una combinacion de la
sintesis multiple y paralela con la fotolitografia, tecnologia desarrollada para
la produccion de microchips de computadoras. La metodologia para la obten-
cion de estas bibliotecas fue descrita por Stephen PA Fodor y colaboradores
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[8] y consiste en ensamblar sobre la superficie de un portaobjetos de vidrio
para trabajos al microscopio, previamente funcionalizado con grupos aminos,
las secuencias de los péptidos. Es imprescindible utilizar el grupo
nitroveratriloxicarbonilo (Nvoc-) para proteger el grupo N%-amino de los
aminoacidos empleados durante la sintesis (Figura 2.5), el cual se elimina facil-
mente en presencia de luz ultravioleta.

Pz} s A

Figura 2.5. Estructura quimica del grupo N®-amino protector, nitroveratriloxicarbonilo (Nvoc-).
Cuando se irradia con luz ultravioleta a 365 nm, el enlace entre el grupo Nvoc-y el
aminoacido (AA) se rompe y libera al grupo amino para una posterior reaccion con
otro aminoacido.

En general, el procedimiento es el siguiente: se funcionaliza la superficie de
vidrio con aminopropiltrietoxisilano, se hace reaccionar toda la superficie con
acido Nvoc-N“-aminohexanoico, se desprotegen los grupos aminos de una re-
gion especifica irradiando con luz ultravioleta de 365 nm a través de una panta-
lla litografica en presencia de una solucion 5 mmol/L de &cido sulftrico en dioxano,
se lava y se hace reaccionar la superficie irradiada con otro aminoacido de-
terminado (Figura 2.6). Este ciclo de operaciones se repite con diferentes pan-
tallas litograficas y con el numero de aminoacidos que sea necesario. Es posible
un alto grado de miniaturizacion para la obtencion de miles de diferentes péptidos
en un area tan pequefia como 1 cm?.

Por ultimo se realiza un tratamiento con acido trifluoracético que elimina los
grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoécidos. Los péptidos
libres quedan anclados sobre la superficie del vidrio, listos para los ensayos
de pesquisaje. Una de las estrategias de pesquisaje mas recomendadas es la
utilizacion de anticuerpos marcados con fluoresceina. En este caso la eficien-
cia de launion de los anticuerpos es proporcional a la intensidad de la fluores-
cencia en una superficie dada y se puede medir en un microscopio fluorescente
[41]. La utilizacion de un equipamiento adicional para la irradiacion de la su-
perficie de sintesis y para la deteccion de los péptidos reconocidos por los
anticuerpos ha motivado que esta variante de bibliotecas de péptidos sintéti-
cos sea poco utilizada.
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Figura 2.6. Sintesis de péptidos mediada por luz dirigida. El uso de la luz ultravioleta para la
desproteccion de los grupos Nvoc- es controlada por la presentacion sobre la super-
ficie del vidrio de diferentes pantallas litograficas.

Este tipo de bibliotecas implica la sintesis de mezclas con un alto grado de
diversidad. A diferencia de la sintesis paralela de estructuras definidas, la loca-
lizacién espacial de una secuencia dada no puede ser determinada, es decir,
como resultado del disefio de la mezcla combinatoria de péptidos, se conoce
solo todas las posibles secuencias presentes en la mezcla, pero espacialmente
no pueden ser asignadas. Por lo tanto la identificacion de los péptidos activos
debe ser realizada por un proceso iterativo de pesquisaje y resintesis de mez-
clas cada vez mas pequefias en cuanto al numero de moléculas que las inte-
gran. Este proceso se conoce como deconvolucion y a las mezclas que se
generan en cada proceso iterativo y que representan solo una parte de la biblio-
teca inicial, se les denomina subbibliotecas.
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De acuerdo a la estrategia de deconvolucion de las mezclas, se ha generalizado
el uso de dos variantes de estas bibliotecas combinatorias de péptidos sintéti-
cos: las bibliotecas iterativas y las bibliotecas con barrido de posicion. Sin em-
bargo, la practica no se limita a estas variantes solamente, se han probado otras
estrategias como la de Blake y colaboradores [42] y la de Erb y colaboradores
[43] que merecen ser revisadas en sus informes originales.

BIBLIOTECAS COMBINATORIAS ITERATIVAS

La variante de bibliotecas combinatorias iterativas de péptidos sintéticos fue
aplicada por primera vez en la sintesis en multipines con el objetivo de encon-
trar un analogo (mimotopo) capaz de mimificar el reconocimiento por un
monoclonal dirigido contra un epitopo discontinuo del virus de la fiebre aftosa
[9]. Los ensayos de union se realizaron en formato ELISA con los péptidos
anclados en el soporte solido. Para realizar el pesquisaje de esta variante en
solucion, Houghten y colaboradores utilizaron esta estrategia combinada con la
sintesis sobre resina de poliestireno [10]. El procedimiento general seguido por
estos autores para la obtencion y el pesquisaje de una biblioteca combinatoria
iterativa de hexapéptidos se muestra en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Esquema del procedimiento de pesquisaje de una biblioteca combinatoria iterativa
de hexapéptidos. O,y O, representan posiciones fijas de aminodcidos, X, X,, ... X,
son posiciones definidas después de cada ciclo de pesquisaje y X son las posiciones
aleatorias de los aminoacidos en la secuencia.
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Inicialmente se preparan O* subbibliotecas, en las cuales se predefinen las dos
posiciones iniciales del N-terminal O, 0,XXXX. Si se utilizan los 20 aminoacidos
proteogénicos, el nimero total de subbibliotecas es de 400 (20%), aunque es
posible excluir algin aminoacido en especifico como la cisteina (Cys) y el
triptofano (Trp) lo que reduce el nimero de éstas mezclas. Las restantes posi-
ciones X se generan de forma aleatoria e incluyen todas las posibles combina-
ciones de los aminoacidos empleados en la sintesis. Si se utilizan igualmente los
20 aminoacidos proteogénicos, cada subbiblioteca contendra 160 000 secuen-
cias diferentes (20%) y en total la biblioteca incluira 64 millones de péptidos
(20* x 20%). La combinacion éptima de los dos residuos O,0, en el amino-
terminal de la secuencia se selecciona con el pesquisaje de las 400 mezclas
para la determinacion de cudl presenta mayor actividad biologica.

Una segunda sintesis es necesaria, esta vez con las dos primeras posiciones X X,
determinadas por el pesquisaje inicial y con la combinacion predefinida de dos
aminoacidos en las siguientes dos posiciones. El nimero total de péptidos se redu-
ce a 160 000 debido a que se generan 400 subbibliotecas con s6lo dos posiciones
aleatorias en la secuencia (20° x 20°): X, X,0,0,XX. En la segunda iteracion de
pesquisaje se selecciona la combinacidon optima de los siguientes dos residuos
X, X,. Finalmente se requiere la sintesis y el pesquisaje de solamente 400 molécu-
las con secuencias X X, X, X 0,0, para la determinacion de un péptido con una
actividad bioldgica dada. Este ultimo paso no difiere metodoloégicamente de la
obtencion de bibliotecas por sintesis paralela de estructuras definidas.

Las posiciones aleatorias de las secuencias en la biblioteca combinatoria iterativa
se generan utilizando la estrategia de sintesis conocida como “racionar y mez-
clar” [44], como “dividir, acoplar y recombinar” [10] o como “sintesis por par-
ticiéon” [12]. El procedimiento, como se muestra en la Figura 2.8, consiste en
dividir la cantidad inicial de la resina polimérica en un numero (n) de partes,
igual al nimero de mondémeros o aminoacidos protegidos que se utilice para la
obtencion de la biblioteca, posteriormente se realizan las (n) reacciones de aco-
plamiento por separado y una vez concluido este paso, se mezclan todas las
partes para dar una cantidad total de resina con secuencias parciales que se
toma como punto de partida para un nuevo ciclo de dividir, acoplar y recombinar.
Este proceso se repite para todas las posiciones aleatorias en las secuencias.

Esta variante de bibliotecas combinatorias tiene el inconveniente de que requie-
ren de un esfuerzo y una dedicacion considerable en la preparacion de las
subbibliotecas necesarias para un proceso de pesquisaje completo hasta deter-
minar una estructura bioldgicamente activa.

No obstante, se han aplicado en la identificacion de potentes péptidos
antimicrobianos [45] y de antagonistas del receptor opioide [46].
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Figura 2.8. El método de “dividir, acoplar y recombinar” para la generacion de las posiciones
aleatorias en la secuencia de una biblioteca combinatoria iterativa de péptidos.
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BIBLIOTECAS COMBINATORIAS DE BARRIDO DE POSICION

Un enfoque similar al de las bibliotecas combinatorias iterativas se describe
para la variante de las bibliotecas combinatorias de barrido de posicion. En este
caso los autores Dooley y Houghten, proponen obtener una biblioteca de
hexapéptidos, pero que a diferencia del ejemplo de la variante del capitulo ante-
rior, solo se fija una posicién (O) que barre toda la secuencia: OXXXXX,
XOXXXX, XX0XXX,..., XXXXXO. Las restantes cinco posiciones (X) se
obtienen igualmente de forma aleatoria [11].

El numero total de subbibliotecas depende de la cantidad de aminoacidos em-
pleados en la sintesis y del tamaio de la secuencia. Por ejemplo si se emplean
los 20 aminoacidos proteogénicos en la obtenciéon de una biblioteca de
hexapéptidos, como la descrita anteriormente, se deben preparar 120
subbibliotecas que contendran, cada una 3,2 millones de secuencias diferentes
(20%). Si se agrupan por el orden que ocupa la posicion fija en la secuencia, cada
grupo de subbibliotecas contendra 64 millones de péptidos (20 x 20°).

Esta variante es mucho mas efectiva que las bibliotecas combinatorias iterativas
por cuanto del pesquisaje de las 120 mezclas, se selecciona un residuo acti-
vo en cada posicion especifica para formar la estructura final del péptido
con mayor actividad bioldgica. Esto implica ademas, que los pasos de
resintesis y andlisis de las mezclas no son necesarios [29]. Al igual que la
variante de bibliotecas del tipo iterativas, las de barrido de posicidn se han
aplicado fundamentalmente en el pesquisaje de antagonistas de receptores
y péptidos antimicrobianos [47-51]. Un inconveniente de las bibliotecas
iterativas y de barrido de posicion es la poca solubilidad en medio acuoso
necesario para los ensayos biologicos de algunas secuencias que se gene-
ran en el proceso combinatorio.

BIBLIOTECAS INMOVILIZADAS SOBRE EL SOPORTE SOLIDO

BIBLIOTECAS COMBINATORIAS DEL TIPO “UNA PERLA, UNA ESTRUCTURA”

La preparacion de esta variante de bibliotecas combinatorias sélo es posible
empleando como soporte solido alguna de las resinas poliméricas (perlas) co-
munmente utilizadas en la sintesis estandar en fase s6lida. El concepto de “una
perla, una estructura”, descrito por primera vez por Lam y colaboradores, se
basa en el hecho de que en las bibliotecas combinatorias preparadas por la
estrategia de sintesis de “racionar y mezclar” sobre cada perla de resina
polimérica se mantiene anclado un solo tipo de péptido [12]. Esto se debe a que
en cada ciclo de acoplamiento, cada perla encuentra un solo aminoacido para
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reaccionar, lo que resulta en que se ensambla una unica secuencia por perla
individual. Se estima que en una perla de 0,1 nm de didmetro pueden ensamblarse
aproximadamente 10° copias del mismo péptido.

La caracteristica fundamental de estas bibliotecas es que se preparan con to-
das las posiciones aleatorias de una manera rapida y sin mucho esfuerzo y
dedicacion. El procedimiento para la preparacién de una biblioteca de
hexapéptidos requiere no mas de dos o tres dias de trabajo. Si se emplean los 20
aminoacidos proteogénicos, en una biblioteca de este tipo se obtienen 64 millo-
nes de secuencias diferentes en el mismo niimero de perlas.

Un factor determinante en el éxito de la preparacion y el pesquisaje de estas
bibliotecas es la seleccion del soporte solido. La homogeneidad en el tamafio y
la carga de las perlas poliméricas es de extrema importancia para la correcta
evaluacién de los ensayos biologicos, debido a que de estas caracteristicas de-
pende la cantidad de cada péptido por perla. Para la obtencion del niimero
esperado de estructuras, la resina también debe caracterizarse por ser resisten-
te a la formacion de conglomerados que dificulten la distribucion estadistica de
las perlas durante la preparacion de la biblioteca. Por ultimo, el soporte s6lido
debe ser capaz de hincharse tanto en el medio organico, durante la sintesis,
como en el medio acuoso durante el ensayo biologico [14].

Se ha desarrollado un nimero considerable de resinas adecuadas para la prepa-
racion de bibliotecas del tipo “una perla, una estructura”. Se han utilizado perlas
de polidimetilacrilamida debido a que este polimero se comporta de manera
similar tanto en medio organico como acuoso [12, 52]. También han encontrado
una amplia aplicacion las resinas que incluyen una matriz hidrofobica de
poliestireno con un espaciador hidrofilico de polioxietileno que asegura un com-
portamiento similar de los péptidos en medio acuoso como las TentaGel [53-55],
las PEG-PS [56, 57] y las resinas de Meldal basadas en la copolimerizacién de
la acrilamida y el polioxietileno [58, 59].

METODOS DE PESQUISAJE

El pesquisaje en fase solida es posible tanto para los ensayos de union directa
del blanco molecular (anticuerpos monoclonales y policlonales, receptores
moleculares, células aisladas, etc.) al ligando inmovilizado en las perlas, como
para los ensayos de deteccion de algunas propiedades funcionales del ligando
(identificacion de sustratos proteoliticos, de sitios de fosforilacion, etc.). En el
caso de los ensayos de union directa, la deteccion del resultado positivo se
realiza utilizando un grupo reportero como una enzima [60, 61] o un
radionucleotido [62, 63], aunque también es posible acoplar un colorante [64] o
un grupo fluorogénico [65],directamente a la molécula blanco. Cada perla
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coloreada, fluorescente o radiactiva es separada cuidadosamente al microsco-
pio para la subsiguiente determinacion de la secuencia del péptido que porta.
Cuando se utilizan células aisladas como blancos, la deteccion se puede realizar
sin la ayuda de grupos reporteros, debido a que las células de 6-10 mm de
diametro unidas a la perla con el péptido-ligando, son facilmente visibles al mi-
croscopio [66]. Aunque los ensayos funcionales tradicionalmente se realizan en
solucion, se han publicado procedimientos para la determinacidn en fase sélida
de algunas propiedades funcionales como la identificacion de sustratos peptidicos
para las proteinas quinazas [67, 68], para proteinas cisteinicas [57] y de sustratos
proteoliticos para varias proteasas [58, 69].

La mayoria de los ensayos en solucion, en principio, pueden adaptarse al
pesquisaje de bibliotecas combinatorias, pero debido al gran nimero de com-
puestos o de mezclas de compuestos que se generan, la tendencia es
miniaturizar y automatizar estos ensayos. En este caso hay que incluir en el
disefio de la biblioteca espaciadores especiales con un sistema ortogonal de
simple o doble liberacion de los péptidos [16]. De esta, una parte de las molé-
culas peptidicas es liberada para los ensayos bioldgicos en solucion, mientras
otra parte se mantiene anclada a las perlas para un segundo ensayo o para la
determinacion de la secuencia [59, 70].

La seleccion del tipo de ensayo depende en gran medida de la naturaleza del
blanco bioldgico, de su grado de pureza, de las posibilidades del marcaje di-
recto o de la utilizacion de moléculas secundarias marcadas con una enzima,
un colorante o un radionucleotido, asi como del tipo de biblioteca combinatoria
disefiada. En general, la realizacion de los ensayos directamente sobre las
perlas es mas eficiente que los ensayos en solucion. Ademas de representar
un menor esfuerzo de trabajo, elimina el inconveniente de la solubilidad de
determinadas secuencias. Esto se debe a que la presencia del espaciador de
origen organico e hidrofilico de polioxietileno permite mantener soluble prac-
ticamente cualquier secuencia en medio acuoso. Sin embargo, la necesidad
de un blanco purificado muchas veces se convierte en una limitacién conside-
rable para los ensayos en fase solida.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA

Las bibliotecas combinatorias descritas en los epigrafes 1 y 2 no necesitan de la
determinaciodn estructural con la ayuda de métodos fisico-quimicos, ya que las
secuencia peptidicas bioactivas o son conocidas previamente (para la sintesis
paralela de estructuras definidas) o son deducidas a partir de los ensayos de
actividad biolégica (para las bibliotecas con deconvolucion de las mezclas). Sin
embargo, como se habia mencionado antes, en el caso de las bibliotecas del tipo
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“una perla, una estructura”, la secuencia de un péptido en una perla individual con
actividad positiva no es conocida y por lo tanto debe ser aislada para la determina-
cion estructural por un método instrumental. La microsecuenciacion automatica de
Edman y la espectrometria de masas son la mejor eleccion para este fin debido a
que son capaces de detectar cantidades de hasta 1 pmol de un péptido (una perla de
100 mm contiene aproximadamente 100 pmoles de una secuencia dada).

También se ha empleado la estrategia de marcaje con “etiquetas moleculares”
a partir de las cuales la secuencia peptidica activa se deduce a través del
analisis de la “etiqueta” correspondiente. Se han descrito varias etiquetas
moleculares, estas incluyen polioxinucleotidos [71], péptidos [72] y derivados
haloaromaticos [73] que son analizados por la reaccion con la polimerasa y la
secuenciacion de ADN, por microsecuenciacion automatica de Edman y por
cromatografia gaseosa de captura de electrones respectivamente. El encare-
cimiento de la preparacion de las bibliotecas y las limitaciones practicas de la
introduccion de estas etiquetas moleculares, han hecho de Ia
microsecuenciacion automatica y la espectrometria de masas las técnicas
mas utilizadas para la determinacién estructural de las moléculas activas en
una biblioteca del tipo “una perla, una estructura”.

PESQUISAJE CON ANTICUERPOS ANTI-SKC-2

DE UNA BIBLIOTECA DE PEPTIDOS SOBRE MEMBRANA
DE CELULOSA GENERADA A PARTIR DE LA SECUENCIA
DE LA ESTREPTOQUINASA SKC-2

La estreptoquinasa SKC-2 es utilizada como una droga trombolitica eficaz para
el tratamiento del infarto del miocardio [40]. Debido a que es una proteina de
origen bacteriano, la SK es inmunogénica en humanos, es decir, los pacientes
tratados con esta droga resultan inmunizados y por tanto responden con
anticuerpos anti-SK. Estos anticuerpos cuando alcanzan altos titulos provocan
reacciones adversas severas en los pacientes e incluso neutralizan la actividad
trombolitica de esta proteina. El mapeo de las regiones antigénicas de esta
proteina puede resultar en el disefio de una droga con caracteristicas
inmunogénicas disminuidas y con mayor actividad trombolitica.

Para la identificacion de las regiones de la secuencia primaria de la SKC-2 [74]
involucradas en el reconocimiento de los anticuerpos anti-SKC-2, se empleo el
pesquisaje de una biblioteca de 41 péptidos de 20 residuos sintetizada sobre una
membrana de celulosa (Whatman 540, @ 90 mm). En el pesquisaje se emplea-
ron los sueros de 10 pacientes, colectados a los 10 dias después de la terapia
con Heberkinasa®.
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SINTESIS DE LA BIBLIOTECA DE PEPTIDOS SOBRE LA MEMBRANA
DE CELULOSA.

DERIVATIZACION DE LA MEMBRANA DE CELULOSA

1.

4.
3.
6.

10.

Marcar y enumerar la posicion de las manchas con lapiz a una distancia de
10 mm una de otra sobre la superficie del papel.

. Lavar la membrana con agua, N, N-dimetilformamida (DMF) y etanol res-

pectivamente. Déjela secar al vacio en una desecadora durante varias ho-
ras.

. Colocar la membrana en un recipiente adecuado y afiadir 10 mL de una solucion

que contenga 0,2 mol/L de Fmoc-BAla-OH, 0,2 mol/L de N, N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC) y 0,4 mol/L de N-metilimidazol (NMI) en DMF.

Mantener la reaccion durante toda la noche.
Lavar cuatro veces con DMF.

Eliminar los grupos Fmoc- de la superficie de la membrana con una solucion
al 20 % de piperidina en DMF durante 20 min de reaccion.

. Lavar cuatro veces con DMF.

. Definir las manchas (¢ 7 mm/mancha) con el goteo sobre cada punto mar-

cado con lapiz de 0,6 mL de una solucion que contenga 0,5 mol/L del ester
de N-hidroxibenzotriazol de la Fmoc-BAla-OH en DMF. Esta operacion
garantiza una funcionalizacion de las manchas de 0,2-0,4 mmoles/cm?.

. Inactivar el resto de los grupos aminos sobre la superficie de la membrana. Para

esto afiada 10 mL de una solucién al 2 % de anhidrido acético y 1 % de N,N-
diisopropiletilamina (DIEA) en DMF y mantener la reaccion durante 30 min.

Eliminar el grupo protector Fmoc- del area de las manchas segun el proce-
dimiento descrito anteriormente.

Para una mejor visualizacion del area de las manchas y controlar el
completamiento de las reacciones de acoplamiento, los grupos aminos libres se
tiflen con una solucion de 1 % de bromofenol azul en DMF.

PLANIFICACION DE LAS REACCIONES DE ACOPLAMIENTO

Calcular a partir de la lista de secuencias de los péptidos que integran la biblio-
teca las cantidades de amino acidos protegidos, HOBt y DIC necesarios para
cada uno de los 20 acoplamientos multiples. Esta operacion puede ser auxiliada
por algun programa de computacion.
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ENSAMBLAJE DE LOS PEPTIDOS

1. Acoplar el primer amino &cido protegido con la aplicacién sobre cada una de
las 41 manchas tefiidas de azul, 1 mL de una solucioén que contenga 0,5 mol/L
del éster del HOBt del Fmoc-amino acido correspondiente segun la lista de
secuencias. Repetir esta operacion una vez mas hasta que la reaccion cam-
bie a amarillo la coloracion de cada mancha.

2. Bloquear los grupos aminos residuales con 10 mL de una solucién al 2 % de
anhidrido acético en DMF.

3. Lavar cuatro veces con DMF.

4. Eliminar el grupo Fmoc- de los grupos aminos con 10 mL de una solucion al
20 % de piperidina en DMF durante 20 min.

5. Lavar cuatro veces con DMF.

6. Tenir los grupos aminos libres en el area de las manchas con una solucion al
1 % de bromofenol azul en DMF.

7. Repetir los pasos anteriores hasta completar la secuencia de los péptidos en
las 41 posiciones.

8. Acetilar el N-terminal de los péptidos con una solucién al 2 % de anhidrido
acéticoy 1 % de DIEA en DMF.

9. Lavar cuatro veces con DMF y etanol.

DESPROTECCION DE LAS CADENAS LATERALES DE LOS PEPTIDOS

1. Afiadir a la membrana seca 10-15 mL de una solucidén que contenga 50 %
de 4cido trifluoracético, 2 % de tiofenol, 2 % de etanoditiol, 2 % de agua'y
1 % de fenol en diclorometano (DCM). Agitar durante 2,5 h a temperatura
ambiente.

2. Lavar intensamente con DCM, DMF y metanol.

3. Secar la membrana. Mantenerla al vacio o guardarla a -20 °C si no la va a
utilizar inmediatamente.

PESQUISAJE DE LA BIBLIOTECA CON ANTICUERPOS ANTI-SKC-2
DE SUEROS DE PACIENTES TRATADOS CON STREPTOQUINASA SKC-2

1. Lavar la membrana con etanol para prevenir las interacciones hidrofobicas
entre los péptidos.

2. Lavar tres veces con una solucion de TBS (10 mmol/L de Tris, 150 mmol/L
de NaCl, pH 7,6).
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3. Bloquear las interacciones inespecificas con 10 mL de una solucién 5 % de
leche en TBS. Agitar durante toda la noche a 4 °C.

4. Incubar durante 3 h con el suero a la dilucion predeterminada [40] en T-TBS
(0,05 % de Tween-20 en TBS).

5. Anadir el conjugado anti-IgG humano-fosfatasa alcalina (1:2 500) en T-TBS
y mantener la reaccion durante una hora.

6. Revelar las manchas con 5 mL (0,3 mg/mL) del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-
indonil fosfato (BCIP) en la solucién tampon (100 mmol/L Tris, pH 8,7, 100
mmol/L NaCl, 2 mmol/L MgCl,). Las manchas positivas se colorean de azul
violeta (Figura 2.9).

7. Detener la reaccion de revelado con una solucion de PBS.

RECUPERACION DE LA MEMBRANA PARA OTROS ENSAYOS

1. Lavar 2 veces con agua y 3 veces con DMF. Si el color azul del sustrato
precipitado no es eliminado en los primeros lavados con DMF, realice el
tercer lavado con ultrasonido. Repetir los lavados con agua.

2. Anadir a la membrana una solucion de 8 mol/L de urea, 1 % de SDSy 0,1 %
de 2-mercaptoetanol en agua y colocarla en un bafo a 40 °C con ultrasonido.
Realizar esta operacion 3 veces durante 5 min.

3. Lavar 3 veces durante 5 min con una solucioén de etanol al 30 % y acido
acético al 20 % en agua y 2 veces con etanol.

De esta forma la membrana de celulosa queda lista para un préximo ensayo o
se seca y se guarda a -20 °C si no se va a utilizar de inmediato.

RESULTADOS DEL PESQUISAJE DE LA BIBLIOTECA

Se probaron 10 sueros con titulos de anticuerpos anti-SKC-2 de al menos 1:5 x 10%.
Esto permitio trabajar con diluciones muy altas (1:300 — 1:1 000) y disminuir los
posibles niveles de fondo en los ensayos. Se identificaron secuencias en la mo-
lécula de SKC-2 que son aparentemente antigénicas para la mayoria de los
sueros (Tabla 2.3).

La discusion amplia de estos resultados esta publicada por Torrens y colabora-
dores [40]. El analisis de los datos de la estructura cristalografica de la
estreptoquinasa [75] sugirid, que los péptidos identificados como los mas reco-
nocidos por los sueros humanos pertenecen precisamente a regiones desorga-
nizadas de la proteina que comprenden epitopos susceptibles a ser antigénicos.
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TABLA 2.3. Reactividad de los sueros de pacientes tratados con Heberquinasa® con
la biblioteca de péptidos de SKC-2. N1 representa el numero de pacientes
cuyos sueros reaccionaron con un péptido determinado, N2 el nimero de
péptidos reconocidos por cada suero de paciente.
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Tabla 2.3. (continuacién)

PACIENTIE
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