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Resultados y discusion

1 PEPTIDOS SINTETICOS DERIVADOS DE LA GLICOPROTEINA E2
DEL GBV-C COMO POSIBLES INHIBIDORES DEL HIV-1

En los ultimos afios, se ha demostrado que la glicoproteina de envoltura E2 del virus GBV-
C inhibe la infeccion causada por el virus del HIV-1. Concretamente, varios estudios
recientes han descrito que esta proteina inhibe la entrada del virus HIV-1 en las células y
que ciertos dominios peptidicos derivados de la misma intervienen en la union y/o fusion del
virus a las células [64, 65, 68, 69, 101-103].

En nuestro grupo de investigacion, la Unidad de Sintesis y Aplicaciones Biomédica de
Péptidos (USIBAP), se han obtenido péptidos derivados de la proteina E2 con la finalidad
de identificar dominios peptidicos con capacidad de inhibir el proceso de entrada del virus
HIV-1 en las células [69]. Asi, se llevo a cabo la sintesis en fase solida de 124 secuencias
peptidicas compuestas por 18 aminodcidos, solapadas en 15 residuos, que cubrian la

totalidad de la estructura primaria de la proteina.

En colaboracion con el Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital Clinico de
Barcelona, se analiz6 la capacidad de estas secuencias peptidicas de inhibir la replicacion
del virus del HIV-1 en cultivos celulares. Los resultados obtenidos demostraron gque algunos
de los dominios peptidicos de la proteina E2 interferian en la infeccién por el HIV-1,

disminuyendo la replicacion in vitro del virus de manera dosis-dependiente [69].

Paralelamente, se realizaron ensayos celulares que mimetizaban la entrada del virus del
HIV-1 en las células. Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron células HelLa que
expresaban la proteina de la envoltura del HIV-1 y células TZM-bl que expresaban los
receptores y correceptores de membrana de los linfocitos (CD4, CCR5 y CXCR4). Los
resultados obtenidos demostraron que ciertas secuencias peptidicas de la proteina E2,
disminuian notablemente la fusién de estas células, indicando como un probable mecanismo

de actuacion la inhibicion de la entrada del virus en las células [69].
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El proceso de fusion entre las membranas virica y celular, que conlleva la entrada del virus
en las células, estd mediado por el extremo amino terminal de la glicoproteina gp41 (region
1-23, AVGIGALFLGFLGAAGSTMGAAS) dominio conocido como péptido de fusién
(PF-HIV-1). Esta es una region rica en residuos de glicina y alanina, aminoacidos que le
confieren una mayor plasticidad y que, dada su hidrofobicidad, contribuyen en su

interaccion con las membranas biol6gicas [117, 183].

Con la finalidad de tratar de entender los mecanismos de interaccion del PF-HIV-1 en la
penetracion celular, se han realizado numerosos estudios con péptidos sintéticos. Estos
estudios se llevan a cabo mediante diferentes métodos biofisicos y bioquimicos [184] y
emplean membranas celulares [127] o bien modelos de membrana [128], como son los
liposomas o las monocapas lipidicas. Asi, por ejemplo, mediante el ensayo biofisico de
liberacidn del contenido vesicular (leakage), realizado con liposomas que tienen sondas
fluorescentes encapsuladas en su espacio interior, se ha demostrado que el PF-HIV-1
permeabiliza membranas lipidicas con carga negativa provocando la salida de las sondas en
el medio acuoso [167]. Se ha demostrado que, en presencia de algunas secuencias peptidicas
de la glicoproteina E2, el proceso de permeabilizacion inducido por el PF-HIV-1 disminuye,
indicando de este modo la inhibicién de la actividad del PF-HIV-1 [69].

Paralelamente a este ensayo, para cuantificar la unién entre los péptidos de la proteina E2 y
el PF-HIV-1 se utilizé la técnica de resonancia de plasmdn superficial (SPR). Mediante la
inyeccidn de concentraciones crecientes de los péptidos de la proteina E2 sobre un chip
sensor con el PF-HIV-1 inmovilizado, se determinaron las constantes de afinidad entre los
péptidos y el PF-HIV-1, las cuales representan una medida directa de la union entre las dos
moléculas. Los resultados mostraron una evidente interaccion entre algunas secuencias
peptidicas E2 y el PF-HIV-1 [69]. La afinidad entre los péptidos E2 y el PF-HIV-1 fue
confirmada mediante la técnica de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC), la cual

permite determinar los parametros termodinamicos asociados a la union del PF-HIV-1 con
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los péptidos E2. Se inyectaron concentraciones crecientes de péptidos sobre una disolucion
de PF-HIV-1y se determind la cantidad de calor liberado o absorbido durante la interaccién
entre las moléculas. Los valores obtenidos de afinidad de unién concordaron perfectamente
con los valores de los parametros cinéticos calculados mediante la técnica SPR,
confirmando asi la union entre ciertas secuencias peptidicas de la proteina E2 del GBV-C y
el PF-HIV-1.

El ensayo del leakage demostré que algunas secuencias de la proteina E2 inhibian la
capacidad del PF-HIV-1 de desestabilizar membranas lipidicas, entre ellas las que mostraron
una destacable inhibicién fueron las secuencias peptidicas E2(175-192), E2(289-306) y
E2(313-330) (respectivamente, P59, P97 y P105) (Tabla 7), lo que las convirti6 en
candidatas a posibles inhibidores de la entrada del virus HIV-1 a la célula. Las técnicas de
SPR e ITC cuantificaron la interaccién del PF-HIV-1 con estos péptidos, mostrando una
evidente interaccion de P97 y P105 con el PF-HIV-1, mientras que para P59 no se pudo

cuantificar la unién con ninguna de estas técnicas.

Para profundizar en el estudio de la interaccion entre el PF-HIV-1 y las secuencias
peptidicas P59, P97 y P105 de la proteina E2, se llevd a cabo el ensayo biofisico de las
isotermas de union.

Tabla 7: Estructura primaria de las secuencias peptidicas de la proteina E2 del virus GVB-C que
interaccionan con el PF-HIV-1.

Péptido GBV-C Secuencia

E2P59 RFPFHRCGAGPKLTKDLE
E2P97 LVRRRSELMGRRNPVCPG
E2P105 GRPDGFIHVQGHLQEVDA
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1.1 Estudio de interaccion entre los péptidos P59, P97 y P105 de la proteina de
envoltura E2 del GBV-C y el PF-HIV-1 mediante las isotermas de unién

Con el fin de estudiar la interaccion de los péptidos P59, P97 y P105 de la proteina E2 del
GBV-C con el PF-HIV-1 se realiz6 un ensayo de fluorescencia utilizando liposomas como

modelo de membrana.

Los modelos de membrana representan una buena aproximacién para estudiar procesos
bioldgicos que ocurren a nivel de la membrana, como es la interaccion virus-célula. A pesar
de que estos modelos no son siempre representativos de los acontecimientos que ocurren en
la realidad bioldgica, se utilizan extensamente para obtener informacion del mecanismo de
infeccion y proliferacion de los virus (por ejemplo HIV-1, virus Ebola), de la actividad de
péptidos antimicrobianos, de péptidos capaces de generar respuesta inmune (vacunas

sintéticas), asi como de la actividad de péptidos neurotransmisores [184-187].

Los modelos de membrana utilizan principalmente fosfolipidos, ya que son los lipidos mas
abundantes en las membranas y tienen capacidad para formar bicapas (liposomas)

espontaneamente cuando son dispersados en agua.

Para el ensayo se utilizaron liposomas unilamelares (LUVS) de palmitoiloleoilfosfoglicerol
(POPG), que es un lipido con carga negativa, ya que se ha demostrado que el PF-HIV-1
interacciona mas con lipidos anidnicos que con los lipidos zwitteriénicos como es la
fosfatidilcolina (PC) [167].

Las vesiculas lipidicas de POPG se prepararon en tampon TRIS 5 mM, a pH 7,4, segun el
procedimiento descrito en materiales y métodos. Posteriormente a la extrusion de las
vesiculas, se obtuvieron liposomas de 96,8 + 2,0 nm de didmetro con una concentracion de
7,86 mM.

A continuacion, se realizo el ensayo mediante el cual se midié el coeficiente de reparticion

de la fraccion molar (coeficiente de union) del PF-HIV-1 a liposomas y se cuantifico la
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union del péptido a los liposomas. Este estudio se basa en la fluorescencia intrinseca de
péptidos que contienen grupos cromoforos naturales, como es el grupo indol del residuo del
triptéfano (Trp), la cual cambia segln el entorno en que se encuentra el grupo cromoforo.

El Trp en solucion acuosa presenta un espectro definido por la longitud de onda en un
maximo del espectro de emision (L) y por la intensidad de fluorescencia [188]. El estudio
del péptido, en presencia de liposomas, aporta informacion acerca del cambio que se
produce en el entorno del Trp. Asi, que si el péptido interacciona con las vesiculas
fosfolipidicas, el Trp se encuentra en un ambiente mas apolar. Este cambio se traduce en un
desplazamiento del maximo de emision, asi como en un cambio en la intensidad de

fluorescencia [189].

Para llevar a cabo el ensayo se utilizé un analogo del PF-HIV-1 con un residuo de Trp
incorporado en su estructura primaria (W® [1-23] gp4l HIV-1), lo que le proporciona
propiedades fluorescentes. Cabe ser mencionado aqui que la sustitucion del residuo de Phe
(fenilalanina) por el Trp en la posicion 8 no modifica sus propiedades fisicoquimicas ni su

actividad fusogénica [184].

Se obtuvieron las isotermas de union, tras registrar los cambios que se producian en la
emision de la fluorescencia intrinseca del péptido después de afiadir concentraciones
crecientes de liposomas. A partir de estas isotermas se determind el coeficiente de
reparticién del péptido entre la solucion y los liposomas, es decir, se obtuvo una medida de

la unién establecida entre el PF-HIV-1 vy las vesiculas de POPG.

Como se muestra en la Figura 23, en presencia de liposomas de POPG (75 uM), la emisién
de la fluorescencia del Trp (Amax) del PF-HIV-1 se desplaza drasticamente hacia 330 nm.
Concretamente, se observa una disminucion de mas de 20 nm en la An. debido a que el

péptido se encuentra en un ambiente mas hidrofébico.
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La preincubacion de los péptidos derivados de la proteina E2 con el PF-HIV-1, a una
relacion equimolar, disminuyé en gran medida el desplazamiento de la emision de la
fluorescencia del Trp, lo que podria indicar una interaccion entre los péptidos E2 y el PF-
HIV-1 (Figura 23 y Anexo 1).

360 31‘0 320 330 340 350 360 370 380 390 460
Wavelength [nm]

300 310 320 330 31.10 350 360 37‘0 SéQ 3§0 400
Wavelenath [nm]

Figura 23: Espectros de fluorescencia de: A) PF-HIV-1 and B) PF-HIV-1/E2P97 (1/1) en presencia
de concentraciones crecientes de liposomas de POPG (de 0 a 400 uM).

Para calcular el coeficiente de union del PF-HIV-1 a los liposomas se utiliz6 la intensidad
de fluorescencia emitida por el Trp a 327 nm. Para cuantificar la interaccion péptido/lipido

fue necesario realizar una correccion de los valores de fluorescencia intrinseca, ya que al ir
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incorporando la solucién de liposomas no se tuvo en cuenta el error en la dilucion. Cada
valor se multiplicé por el cofactor de correccion obtenido a partir de los ensayos con el
NATA (N-acetil-triptéfanoamida) el cual no interacciona con los liposomas. En todas las
medidas se resto la sefial del blanco.

Una vez corregidos los datos experimentales, se ajustaron los valores de F/Fg a una ecuacion
hiperbolica (13):

FCp _ 1 + [L] x [(FCpmax/FCpO) B 1]
Fp, k+ [L]

(13)

Donde: [L] es la concentracion del lipido, Feyo es el valor de intensidad de fluorescencia
inicial en ausencia de liposomas, F¢, es el valor de fluorescencia para cada concentracion de

liposomas y Feomax €S la intensidad de fluorescencia maxima

De la ecuacidn anterior se calculé K (constante de unién aparente). Aplicando la ecuacién

(14), se calculd también Kx (constante de unién real).

(14)

Donde: W es la concentracion molar del agua (55.3 M) y K es la constante de unién

aparente (valor obtenido de la ecuacién (13).
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= PF-HIV-1

a PF-HIV-1+P9%7
v PF-HIV-1+P105
, PF-HIV-1+P59

T T T T 1
0 100 200 300 400 500
[POPG]

Figura 24: Isotermas de union obtenidas a partir de los cambios del maximo de fluorescencia del Trp
en presencia de concentraciones crecientes de liposomas de POPG (0 a 400 pM).

En la Figura 24 se muestran las isotermas de union del PF-HIV-1 en ausencia y en presencia
de los péptidos P59, P97 y P105.

El PF-HIV-1 se une considerablemente a los liposomas (K, = (9,7+ 1,7) x 10°). Por otro
lado, el coeficiente de reparticion de la fraccion molar del PF-HIV-1 en presencia de los
péptidos derivados de la proteina E2 disminuye, siendo de 1,7 + 0,4 x 10° para la mezcla
PF-HIV-1/P59, 2,5+0,6 x 10° para PF-HIV-1/P97 y 7,5 + 0,8 x 10° para PF-HIV-1/P105.
Los resultados muestran que el péptido P59 disminuye la unién del PF-HIV-1 a los
liposomas de manera mas eficiente que las regiones P97 y P105, siendo éste ultimo el

menos activo en este ensayo [69].

Las interacciones de los péptidos P59, P97 y P105 con el PF-HIV-1 tal y como se ha
descrito anteriormente, se caracterizaron mediante otros ensayos biofisicos que, en buena

medida, se correlacionaron con el ensayo de las isotermas de unién [69].

Se puede concluir que los resultados de los ensayos biofisicos demuestran la capacidad de

estos tres péptidos de interaccionar con el PF-HIV-1 y de inhibir su actividad, sugiriendo
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que la inhibicion de virus del HIV-1 inducida por la proteina E2 del virus GBV-C podria

tener lugar a nivel de la entrada del virus a las células.

1.2 Estudio de interaccion del péptido P59 de la proteina de envoltura E2 del
GBV-C con PF-HIV-1 mediante el ensayo de las isotermas de unién

Como se ha descrito en el precedente apartado, la secuencia peptidica P59 se ha
seleccionado como el péptido que inhibe de forma mas eficiente la unién del PF-HIV-1 a
liposomas LUVs de POPG.

Con la finalidad de profundizar en la interaccion que se establece entre el PF-HIV-1 y la
secuencia peptidica P59, en el entorno de la membrana, se utilizaron liposomas formados
por una mezcla lipidica fosfatidilcolina/fosfatidilserina (PC/PS, relacion molar 3:2). Dado
que la PC que tiene carécter zwitterionico, constituye el mayor componente de la cara
exterior de las membranas de las células no infectadas. Por otro lado, la PS que tiene carga
negativa, se encuentra en elevada concentracion en los linfocitos T infectados por el HIV-1
y los macréfagos [190]. Los liposomas de PC/PS se prepararon en tampon TRIS 10 mM, a
pH 7,4, segln el procedimiento que se ha descrito en materiales y métodos. Posteriormente
a la extrusion de los liposomas, se obtuvieron vesiculas de 100 + 4,0 nm de didmetro, a una
concentracién de 4,1 mM. El ensayo se llevé a cabo con el analogo fluorescente (W? [1-23]
gp4l HIV-1).

Se registraron los cambios que se producian, en el maximo de emisién de la fluorescencia
del Trp, tras afiadir concentraciones crecientes de liposomas. Como se muestra en la Figura
25 A, en presencia de liposomas de PS/PC el maximo de emisidn de la fluorescencia del Trp
(Amax) del PF-HIV-1 disminuyd, desplazandose unos 10 nm. Este desplazamiento de Amax
indica que el Trp se encuentra en un ambiente mas hidrofébico ya que es capaz de insertarse
en las bicapas lipidicas de los liposomas. La preincubacién del péptido derivado de la
proteina E2 con el PF-HIV-1 evitd el desplazamiento de la emision de la fluorescencia del

Trp indicando asi una interaccion entre el péptido P59 y el PF-HIV-1, ya que la presencia de

99



Resultados y discusion

P59 impide la insercion del Trp en la interfase hidrofébica de la bicapa lipidica (Figura 25
B).

AU

T O IO G O o VR O T G N I O U O 0 O T O T O O
L ' y ' ' u y '

310 320 330 340 350 360 370 380 390 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Wavelength [nm] Wavelength [nm]
c 11
104,
0.9
0.8
0.7
0.6
T 05
A
0.4 -
0.3
0.2
0.1
0.0 + T T T T 1
0 100 200 300 400 500
[LIPID]

Figura 25: Espectros de emisién de fluorescencia de: A) PF-HIV-1, B) PF-HIV-1/P59 (1/5) en
presencia de diferentes concentraciones de liposomas PC/PS (de 0 a 400 uM). C) : Isotermas de
unién del PF-HIV-1 y PF-HIV-1/P59 obtenidas a partir de los cambios del méaximo de fluorescencia
del Trp en presencia de concentraciones crecientes de liposomas de PC/PS (0 a 400 uM).

A continuacion se cuantifico la union del PF-HIV-1 a las vesiculas PS/PC mediante la
medida de la intensidad de fluorescencia a Ams 346 NM. Tal y como se ha explicado con
anterioridad, a todas las medidas se rest6 la sefial del blanco y se corrigio el efecto de
diluciéon multiplicando por el cofactor de correccion obtenido a partir de los ensayos con el
NATA que no interacciona con los liposomas. Una vez corregidos los datos experimentales,

se ajustaron los valores de F/Fq a la ecuacidn hiperbdlica (13), obteniendo asi isotermas de
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union. A partir de la misma se calcul6 la K (constante de union aparente) y la K, (constante

de union real).

Las isotermas de union mostradas en la Figura 25 C indican que el péptido se une a los
liposomas, presentando un coeficiente de reparto de 1,9 x 10°. Mientras el K, del PF-HIV-1
en presencia del P59 disminuye un orden de magnitud (2,7 x 10°) indicando que el péptido
E2 impide la union del PF-HIV-1 a los liposomas [191].

Estudios realizados con monocapas lipidicas de PC/PS también mostraron la capacidad del
P59 de interaccionar con el PF-HIV-1. Los estudios con monocapas de Langmuir
demostraron que tanto el PF-HIV-1 como el P59 se unian considerablemente a las
membranas lipidicas. Sin embargo, cuando se analizd la mezcla equimolar de los dos
péptidos se observo una disminucion de la union de los péptidos a los lipidos de membrana
[191].

Finalmente, se confirmd la interaccién entre los péptidos P59 y PF-HIV-1 mediante la
técnica de microscopia de fuerza atomica (AFM). Se estudié la estructura y la
reorganizacion de los dos péptidos y de la mezcla de ambos cuando se disponian sobre una
superficie de mica. Se observo que el PF-HIV-1 formaba grandes agregados circulares (de
altura 82 nm y didmetro 330 nm) distribuidos aleatoriamente a lo largo de la superficie,
mientras que el P59 formaba agregados circulares de pequefio tamafio (altura 9,1 nm y
didmetro 150 nm) y una delgada pelicula que cubria toda la superficie de mica. Estas
diferencias sugirieron que los péptidos interaccionan de manera diferente con la mica, la
cual es una superficie polar. Las imagenes obtenidas por AFM indicaron que el PF-HIV-1
interacciona preferentemente mediante interacciones hidrofébicas formando grandes
agregados en la superficie de la mica, mientras que el P59 se dispone sobre la mica
formando una fina pelicula debido a que prevalecen las interacciones de tipo electroestatico.
Cuando los péptidos PF-HIV-1 y P59 se mezclan en solucién en una relacion 1:5, antes de

depositarlos en la superficie de la mica, aparecen estructuras anulares de aproximadamente
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200 nm de didmetro, sugiriendo cambios morfolégicos en la organizacion de los péptidos.
Tal y como se ha descrito, parece que el péptido P59 estabiliza las moléculas de PF-HIV-1,
mediante la formacion de micelas mixtas [191].

Estos resultados confirman que se establece algun tipo de interaccion entre el PF-HIV-1y la
region P59 de la proteina E2, que explicaria la inhibicion observada en la actividad del PF-
HIV-1.
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2 DISENO Y SINTESIS DE DERIVADOS PEPTIDICOS DE LA REGION
E1(22-39) DEL VIRUS GBV-C: ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LOS
AMINOACIDOS EN SU ESTRUCTURA PRIMARIA Y DE LA CARGA
NETA EN SU CAPACIDAD DE INHIBICION DEL PF-HIV-1

En nuestro grupo de investigacion y en colaboracion con el Departamento de Fisicoquimica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona se llevé a cabo, con la finalidad
de contribuir a un mejor conocimiento de la interaccién de las proteinas de envoltura del
virus GBV-C con el virus del HIV-1, el estudio de la inhibicion del proceso de entrada del
HIV-1, provocado por el PF-HIV-1, inducida por péptidos derivados de la proteina de
envoltura E1 del GBV-C [70, 107-109, 192, 193]. Se emplearon diferentes técnicas
biofisicas como son la ITC, la microscopia confocal, y ensayos con monocapas de lipidos y
fluorescencia y se seleccionaron ciertas secuencias de la proteina E1 capaces de
interaccionar con el PF-HIV-1 [70, 108, 109]. Concretamente, los analisis demostraron que,
la secuencia (22-39) de la proteina E1, denominada E1P8, era capaz de inhibir la fusion de
membranas y la interaccion del PF-HIV-1 con bicapas lipidicas [108]. A partir de estos
resultados, esta secuencia peptidica de la proteina E1 fue propuesta como posible inhibidor
de la entrada del HIV-1.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, uno de los objetivos principales planteados en esta
tesis doctoral ha consistido en el disefio y la sintesis de derivados peptidicos de la regién
peptidica (22-39) de la proteina E1 del virus GBV-C con el fin mejorar su actividad anti-
HIV-1.

En este capitulo se llevara cabo un estudio detallado de la influencia de cada aminoacido
presente en la estructura primaria de E1P8, asi como de su carga neta en su capacidad de
inhibir al PF-HIV-1.
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2.1 Sintesis multiple de péptidos derivados del péptido E1P8 del virus GBV-C

Con el fin de estudiar la influencia de los diferentes aminoécidos presentes en la estructura
primaria del péptido E1P8, asi como de su carga neta en su actividad anti-PF-HIV-1, se
realiz6 la sintesis multiple de 23 secuencias peptidicas lineales en un sintetizador semi-
automatico, segun el procedimiento descrito en materiales y métodos. Para llevar a cabo tal
estudio se realizd un “screening” de alanina, y se sustituyé cada uno de los aminoacidos de
la secuencia por este aminoacido. Ademas, se analiz6 la influencia de la carga neta del
péptido en su actividad mediante la sustitucién de aminoécidos con carga negativa por

aminoacidos con carga neutra o0 con carga positiva.

Se llevd a cabo la sintesis en fase s6lida de los 23 anadlogos siguiendo una estrategia
Fmoc/tBu. Para cada analogo se parti6 de 50 mg de resina Tentagel® Ram con un grado de
funcionalizacion de 0,24 mmol/g. El procedimiento se llevd a cabo tal y como se describe
en materiales y métodos. La incorporacion de los aminoacidos se realiz6 con HATU y
DIEA como activadores. Tanto los aminoacidos como los reactivos de acoplamiento se
utilizaron con un exceso de 4 veces respecto a la cantidad minima necesaria para el
acoplamiento. El tiempo de reaccién fue de 30 minutos para cada uno de los acoplamientos.
El grupo Fmoc se eliminé con piperidina al 20 % en DMF. Finalizada la sintesis mdltiple se
procedié al desanclaje de los péptidos de la resina y la desproteccion simultanea de las
cadenas laterales de los aminoacidos trifuncionales. Esta operacion se realizé de manera
manual utilizando medio 4cido y la siguiente mezcla de capturadores: TFA/H,O/EDT/TIS
(94:2,5:2,5:1).

Los crudos peptidicos obtenidos se caracterizaron por HPLC a escala analitica tal y como se
ha descrito en materiales y métodos. Asimismo, se realizé un analisis por UPLC, ES-MS y

de MALDI-TOF para confirmar la identidad de las secuencias peptidica sintetizadas.

Los péptidos obtenidos fueron desalados mediante columnas Oasis® HLB (Waters) tal y

como se ha descrito en materiales y métodos. Estas columnas incorporan un copolimero
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humedecible en agua que es éptimo para la limpieza de muestras de naturaleza peptidica.
Los filtrados recogidos, se caracterizaron por HPLC analitico, UPLC y ES-MS con el fin de
comprobar la presencia de los productos deseados.

La Tabla 8 muestra un resumen de la caracterizacién analitica de los péptidos obtenidos
mediante la sintesis maltiple. En todos los casos la masa experimental obtenida coincidid

con la masa tedrica calculada.

Tabla 8: Caracterizacion de los andlogos E1P8 del GBV-C mediante UPLC y ES-MS.

Péptido | Secuencia UPLC (K)* [M]'cor [M] e’
E1P8 APEDIGFCLEGGCLVALG 5.3 1763,0 1762,9
E1P8-1 | AAEDIGFCLEGGCLVALG 54 1737,0 1736,8
E1P8-2 | APADIGFCLEGGCLVALG 6,7 1705,0 1704,8
E1P8-3 | APEAIGFCLEGGCLVALG 6,6 1719,0 1718,8
E1P8-4 | APEDAGFCLEGGCLVALG 5,7 1720,9 1720,7
E1P8-5 | APEDIAFCLEGGCLVALG 6,6 1777,1 1776,9
E1P8-6 | APEDIGACLEGGCLVALG 5,7 1686,9 1685,7
E1P8-7 | APEDIGFALEGGCLVALG 54 1731,0 1730,9
E1P8-8 | APEDIGFCAEGGCLVALG 5,2 1720,9 1720,8
E1P8-9 | APEDIGFCLAGGCLVALG 6,3 1705,0 1704,8
E1P8-10 | APEDIGFCLEAGCLVALG 6,9 1777,1 1776,9
E1P8-11 | APEDIGFCLEGACLVALG 7,0 1777,1 1776,9
E1P8-12 | APEDIGFCLEGGALVALG 6,1 1731,0 1730,9
E1P8-13 | APEDIGFCLEGGCAVALG 5,7 1720,9 1720,8
E1P8-14 | APEDIGFCLEGGCLAALG 6,2 17350 1734,8
E1P8-15 | APEDIGFCLEGGCLVAAG 54 1720,9 1720,8
E1P8-16 | APEDIGFCLEGGCLVALA 6,1 1777,1 1776,9
E1P8-17 | APQDIGFCLEGGCLVALG 6,3 1762,1 1761,9
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Péptido | Secuencia UPLC (K)* [M]'eor [M] e’
E1P8-18 | APENIGFCLEGGCLVALG 6,4 1762,1 1761,8
E1P8-19 | APEDIGFCLQGGCLVALG 6,3 1762,1 1761,8
E1P8-20 | APONIGFCLQGGCLVALG 6,0 1760,1 1857,9
E1P8-21 | APRDIGFCLEGGCLVALG 6,4 1790,1 1789,9
E1P8-22 | APRRIGFCLEGGCLVALG 5,7 1831,2 1829,9
E1P8-23 | APRRIGFCLRGGCLVALG 5,7 1858,3 1857,7

& Condiciones de UPLC: (A) 10 mM de acetato de amonio en H,O; (B) 10 mM de acetato de amonio
en Metanol. Gradiente lineal de B de 20% a 100% en 10 minutos a un flujo de 0,2 ml/min. ® Masa
experimental de los péptidos obtenida por ES-MS.

2.2 Sintesis, purificacion y caracterizacion del péptido PF-HIV-1

Para llevar a cabo los estudios biofisicos de interaccion de los péptidos derivados de la
glicoproteina E1 del GBV-C con el PF-HIV-1, se utilizé un andlogo del PF-HIV-1 con una
mayor solubilidad (R [1-23] del gp41). Segn la literatura [194], la presencia de arginina
aumenta la capacidad del péptido de desestabilizar las membranas de las vesiculas con carga
negativa con una actividad mayor de aproximadamente del 70% respecto a la secuencia con

alanina.

El PF-HIV-1 se sintetizO de forma manual en fase sélida utilizando la resina PAL-
ChemMatrix con una funcionalidad inicial 0,4 mmol/g. Esta resina es ideal para la sintesis
de secuencias hidrofdbicas dificiles de sintetizar, dada su agregacion, como ocurre en el
caso del PF-HIV-1 [147].

Tal y como se ha descrito en materiales y métodos, la sintesis se llevo a cabo mediante la
estrategia Fmoc/ tBu. Se emplearon como activadores del grupo carboxilo HATU y DIEA.
Para las incorporaciones de los aminoécidos se utilizaron excesos de tres veces tanto del
aminoacido protegido como de los agentes de acoplamiento.

Se logré una facil incorporacion de los aminoacidos con un tiempo de acoplamiento de 30

minutos. Los tests de ninhidrina, cloranilo y TNBS dieron perlas amarillas en todos los
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casos, indicando que el acoplamiento fue efectivo. Después de cada incorporacion, se
realiz6 la desproteccion mediante dos lavados con piperidina, obteniéndose en todos los
casos un resultado positivo del test. Finalizada la sintesis de las secuencias peptidicas, se
procedio al secado de la peptidil-resina y se peso la cantidad obtenida. El desanclaje se llevo
a cabo utilizando la mezcla TFA/H,O/EDT/TIS (94:2,5:2,5:1%). El tiempo de reaccion fue
de 3 horas. El crudo peptidico se disolvié en acido acético al 10% vy se liofilizd. El crudo
peptidico obtenido se caracterizd por HPLC a escala analitica tal y como se ha descrito en
materiales y métodos. Se realiz6 un analisis por UPLC, ES-MS y MALDI-TOF para

confirmar la identidad de la secuencia peptidica sintetizada.
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Figura 26: A) Espectro de HPLC analitico del PF-HIV-1. Columna de fase reversa (Agilent) Cis (4,6
x 100 mm) 3,5 pm, gradiente lineal de A 95% a 5% en 25 minutos (A: H,O con 0,05% de TFA; B:
ACN con 0,05% de TFA), a un flujo de 1 ml/min , deteccion 220 nm. B) Espectro de masas por ES-
MS del péptido purificado: masa calculada = 2140,11; masa experimental = 2140.
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Posteriormente se llevo a cabo la purificacion del crudo peptidico mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion a escala preparativa. Para llevar a cabo la
separacion cromatografica se utilizé una columna de fase reversa Cg, un gradiente de 80% a
20% de H,O en 25 minutos, a un flujo de 3,2 ml/min. El péptido purificado se analizé
mediante las técnicas de HPLC, ES-MS.

En la Figura 26 se muestra el cromatograma del PF-HIV-1 puro. Se puede observar que la

separacion cromatogréafica fue efectiva obteniéndose una pureza > 95%.

2.3 Estudios de interaccion de los analogos de E1P8 con el PF-HIV-1 por
Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR)

La introduccidn a principios de los afios 90 de una nueva tecnologia de biosensores basada
en el fendmeno de resonancia de plasmon de superficie (SPR, surface plasmon resonance)
ha permitido la visualizacion a tiempo real del proceso de interaccidn entre biomoléculas
[195-197]. Uno de los instrumentos mas empleados es el modelo BlAcore™ desarrollado
por BIACORE AB (Uppsala, Suecia). EI BlAcore™ es capaz de monitorear de forma
precisa y en tiempo real la interaccién entre una biomolécula unida a la superficie del sensor
(ligando) y otra que circula en disolucién (analito) [198]. En los Gltimos afios, la técnica de
SPR se ha utilizado para el estudio de una gran variedad de interacciones, entre las que
destacan las interacciones antigeno-anticuerpo y las interacciones de biomoléculas con
modelos de membrana, prueba de ello es el gran nimero de publicaciones aparecidas en los
Gltimos afios [199-201]. Entre las aplicaciones de la técnica SPR destacan el estudio de
identificacion de epitopos, la determinacion de patrones de interaccion en la busqueda de
nuevas moléculas farmacolOgicamente activas, la determinacion de constantes cinéticas de
interaccién entre biomoléculas [196, 202], los estudios conformacionales [203, 204] y de

interaccién con modelos de membrana [205, 206].
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En la presente tesis, mediante la técnica del SPR se estudio la interaccion de los andlogos
del péptido E1P8 con el PF-HIV-1.

La cinética de interaccion de las biomoléculas en estudio se calcul6 mediante el programa
BlAevaluation GxP. Para ello se consideré un modelo cinético de interaccion homogéneo y

de relacion 1:1 entre las moléculas que interaccionan A 'y B, descrito por la ecuacion (15):

d[AB]
dt

= kq[Al[B] = kqlAB]

(15)

donde k, es la constante cinética de asociacion en M™s™, ky es la constante cinética de
disociacion en s™. Bajo las condiciones BlAcore, B es el ligando inmovilizado y A es el
analito inyectado a una concentracion constante (c), mediante flujo permanente sobre el
chip. Considerando la respuesta (R) una medida de la concentracion formada del complejo

[AB], la ecuacion (15) puede reescribirse como:

dR
E = kaC(Rmax —R) - kqR

(16)

siendo Rmax la maxima capacidad de union de la superficie que depende del nimero de

puntos de unién de [B].

Las ecuaciones que emple6 el programa BlAevaluation para el ajuste de los datos
experimentales y la obtencion de las constantes cinéticas de asociacion (k,) y disociacion

(kq) fueron:
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R = Ry*¢

A7)

R = Req(1 _ e—(kac+kd))
(18)

siendo Ry la respuesta al inicio de la disociacion y Req la respuesta en el equilibrio, a
dR/dt=0.

La afinidad de la interaccién se determin6 a partir del nivel de unién al equilibrio, es decir a
sefial constante, en funcidn de la concentracion de la muestra. Se determiné también a partir

de las mediciones cinéticas, como la relacion de las dos constantes de velocidad cinética:

(20)

donde Kp es la constante de equilibrio de disociacion en M y K4 es la constante de afinidad

de la interaccion en M™.

En primer lugar se llevo a cabo el marcaje del PF-HIV-1 con biotina mediante sintesis en
fase solida (Figura 27). Por ello, una vez terminada la sintesis del PF-HIV-1 y antes del
desanclaje, se adiciond al extremo N-terminal de una fraccion de 100 mg de peptidil-resina
la biotina (N-biotyl-NH-(PEG),-COOH) con dos grupos espaciadores PEG que evitan la

agregacion del péptido. La derivatizacién con biotina se realizé con los activadores HATU y
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DIEA. Para la incorporacion de la molécula se utilizaron excesos de cuatro veces tanto de la

biotina como de los agente de acoplamiento. El tiempo de acoplamiento fue de

aproximadamente 10 horas. Una vez marcado el PF-HIV-1 con biotina se llevo a cabo el
desanclaje utilizando la mezcla TFA/H,O/EDT/TIS (94:2,5:2,5:1%). El tiempo de reaccion
fue de 3 horas. Se liofilizé el péptido resultante utilizando una disolucidn de acido acético al

10%.
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Figura 27: Esquema de la derivatizacién del PF-HIV-1 con N-biotyl-NH-(PEG),-COOH mediante

SPPS.

El péptido resultante Bio-PF-HIV-1 se caracteriz6 por UPLC y ES-MS (Figura 28).
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Figura 28: A) Espectro UPLC del péptido Bio-PF-HIV-1. Gradiente (A) 20 mM HCOOH en H,0;
(B) 20 mM de HCOOH en ACN. Gradiente lineal de B de 20% a 100% en 12 minutos a un flujo de
0,3 ml/min. B) Espectro de masas experimental ES-MS: masa calculada 2684,19; masa experimental
2684.

A continuacion, se llevo a cabo la inmovilizacion del péptido Bio-PF-HIV-1 a uno de los 4
canales del chip sensor (SA), derivatizado con estreptavidina, inyectando 10 pl/min de una
disolucion de 35 uM de péptido. Paralelamente, se inmovilizd biocitina (biotina unida a
lisina) en otro canal del chip sensor con la finalidad de utilizarlo como referencia y asi poder

restar las interacciones inespecificas.

Una vez preparada la superficie del chip sensor con el Bio-PF-HIV-1 inmovilizado, se
inyectaron concentraciones crecientes de la secuencia peptidica E1P8 y de sus analogos,
disueltos en 5% DMSO y en tamp6n HBSN. El flujo se mantuvo a 10 pl/min para disminuir

el efecto de transporte de masas.
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Inicialmente se pasaron por los canales del chip concentraciones de analitos entre 2 y 100
MM. Pero a estas concentraciones, tanto en el canal con el Bio-PF-HIV-1 inmovilizado
como en el canal de referencia (biocitina), se registr6 un fuerte aumento de la sefial, debido
probablemente a la agregacion de los analitos por un lado, y a interacciones inespecificas
con el chip por el otro. Por ello, se afiadié al tampdn donde se disolvian los péptidos 0,05%
de TWEEN para impedir posibles agregaciones y se utilizaron concentraciones entre 1 y
0,25 pM para evitar una respuesta demasiado alta.

RU
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Figura 29: Sensogramas de unién entre el péptido E1P8-20 y el Bio-PF-HIV-1. Concentracién de
E1P8-20 entre 0,25 y 1 uM. Las lineas negras representan los sensogramas ajustados al modelo de
unién de Langmuir.

En la Figura 29 se muestra uno de los sensogramas de interaccion entre péptidos (E1P8-20 y
Bio-PF-HIV-1). Se pueden distinguir las fases de asociacion y disociacion entre las
moléculas, gue se corresponden con el aumento y a continuacion la disminucién de la sefial

de las curvas, respectivamente.

El procesado de las zonas de asociacion y disociacién de los sensogramas por el programa
BlAevaluation mediante las ecuaciones (17) y (18), dio lugar a los valores de k, y kg, ¥ @

partir de éstos se calcularon la Kay la Kp, como se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9: Pardmetros cinéticos de union entre los andlogos E1P8 del GBV-C y el PF HIV-1
inmovilizado determinado por SPR.

Péptidos K SPR -1
a (1/Ms) Kq (1/5) ko (M) Ka (M)
E1P8 ND ND ND ND
E1P8-1 8,2x10° 4,5x10° 5,5x10” 1,6x10°
E1P8-2 1,1x10° 4,5x10° 4,2x107 2,4x10°
E1P8-3 6,0x10° 8,4x10° 1,4x10° 7,1x10°
E1P8-4 6,9x10° 4,7x10° 6,9x10” 1,5x10°
E1P8-5 ND ND ND ND
E1P8-6 ND ND ND ND
E1P8-7 ND ND ND ND
E1P8-8 ND ND ND ND
E1P8-9 1,0x10* 5,4x10° 5,2x107 1,9x10°
E1P8-10 5,8x10° 6,6x10° 1,1x10° 8,8x10°
E1P8-11 0,8x10° 6,5x10° 7,9x10°° 1,3x10°
E1P8-12 ND ND ND ND
E1P8-13 ND ND ND ND
E1P8-14 ND ND ND ND
E1P8-15 ND ND ND ND
E1P8-16 4,1x10° 6,6x10° 1,6x10° 6,3x10°
E1P8-17 ND ND ND ND
E1P8-18 3,0x10° 6,7x10° 2,3x10° 4,5x10°
E1P8-19 8,4x10° 5,8x10° 6,9x10” 1,5x10°
E1P8-20 4,0x10° 6,1x10° 1,5x10” 6,6x10°
E1P8-21 4,6x10° 5,1x10° 1,1x10° 9,0x10°
E1P8-22 ND ND ND ND
E1P8-23 ND ND ND ND

ND no determinado.
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No todas las secuencias peptidicas derivadas de la proteina E1 se ajustaron al modelo
cinético propuesto por el programa BlAevaluation.

En particular, la interaccion del E1P8 con el Bio-PF-HIV-1 no se ajusto a este modelo, por
lo que no se pudo utilizar este ensayo para comparar el comportamiento de la secuencia

nativa respecto a sus derivados.

De todas formas, en aquellos analogos en los que fue posible ajustar los sensogramas, se
obtuvieron valores de Kp (= 10°-107) iguales o de un orden magnitud menor respecto a los
que se habian calculado para péptidos de la glicoproteina E2 del GBV-C seleccionados
como inhibidores del PF-HIV-1 (Kp = 10°-10°) [69], sugiriendo que los derivados E1

interaccionan con el Bio-PF-HIV-1.

2.4 Estudio de interaccion de los analogos de E1P8 con PF-HIV-1 por el ensayo
de liberacién de contenidos vesiculares

Con la finalidad de determinar la importancia de cada uno de los residuos de la secuencia
E1P8 en la actividad inhibitoria del PF-HIV-1, se llevo a cabo un estudio biofisico de los 23
analogos peptidicos en cuanto a su capacidad de inhibir la liberacion de los contenidos

vesiculares inducida por el PF-HIV-1.

El PF-HIV-1 tiene capacidad de formar poros en las membranas lipidicas [69, 108, 176] y se
aprovechd esta propiedad para realizar los ensayos de liberacion del contenido vesicular.
Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon liposomas LUV de POPG por su gran
estabilidad y porque se ha observado que el PF-HIV-1 se une mas fuertemente a fosfolipidos

con carga negativa que a aquellos lipidos que no tienen carga [167].

En este ensayo se utiliza la capacidad de la molécula bromuro de p-xileno-bis-piridinio
(DPX) de atenuar la fluorescencia del cido 8-aminonaftaleno-1,3,6 trisulfonico (ANTS) por
transferencia colisional (Figura 30). Cuando estas sondas se encuentran encapsuladas en el

interior de los liposomas, la emision del ANTS es minima debido a que se encuentra
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atenuada en su totalidad por el DPX. Tras la interaccion con el PF-HIV-1 se produce
permeabilizacion de las vesiculas y las sondas fluorescentes salen al medio, se diluyen, con
lo cual el DPX pierde su capacidad de atenuar la fluorescencia del ANTS y por lo tanto
aumenta la intensidad de fluorescencia (Figura 30).
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Figura 30: Estructura quimica de las sonda ANTS y DPX y esquema del ensayo de liberacién de los
contenidos vesiculares.

Previamente, en nuestro grupo de investigacion se habia demostrado que la secuencia
peptidica E1P8 era capaz de inhibir el proceso de permeabilizacion de las membranas
vesiculares (leakage) inducido por el PF-HIV-1 [108].

En la presente tesis doctoral se prepararon liposomas unilamelares LUV de POPG con la
sondas ANTS y DPX encapsuladas en su interior, tal y como se ha descrito en materiales y
métodos. Se busc6 una concentracion del PF-HIV-1 que provocara como minimo el 50% de
liberacién del contenido vesicular en una solucion de liposomas POPG de concentracion 0,1
mM, y se analizé la capacidad intrinseca de los analogos del péptido E1P8 de inducir
“leakage ”. Los resultados mostraron que los analogos E1P8 no provocaban la ruptura de

LUVs de POPG. En una segunda fase del ensayo, se preincubd, durante 30 minutos en
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DMSO, el PF-HIV-1 con los diferentes péptidos (a una relacion 1:10, PF-HIV-1: E1 GBV-
C) antes de adicionarlos a la suspension de liposomas. Se registré la fluorescencia de
emision de la sonda ANTS a 520 nm de los liposomas solos, en presencia del PF-HIV-1, y
finalmente en presencia de la mezcla PF-HIV-1/ E1 GBV-C. Se calcul6 el porcentaje de
liberacion del PF-HIV-1 solo y en presencia del E1P8 y de sus andlogos aplicando la
ecuacion (21):

. 5 Fr — Fy
% Liberacion = —x 100
100 — FO

(21)

Siendo F; el valor de la intensidad de fluorescencia tras la adicion de los péptidos, F, la
intensidad de fluorescencia inicial de la suspensién de liposomas y Fiq la intensidad de

fluorescencia tras afadir el Tritén X-100.

El ensayo se repitio 5 veces y cada ensayo se realizd por triplicado, por lo que se obtuvieron
15 medidas para cada analogo E1 GBV-C/PF-HIV-1.

Los resultados se analizaron mediante el modelo estadistico de regresion de cuantiles [207].
Con este modelo se evalud la relacion existente entre la mediana de los valores de leakage
del PF-HIV-1y las medianas de los valores de leakage del PF-HIV-1 en presencia del E1P8
y de sus analogos. Se estimo la distancia entre la mediana de los valores correspondientes al
PF-HIV-1 y los correspondientes a las mezclas mediante el coeficiente de regresion. Si la
mediana del leakage de PF-HIV-1 estaba por encima de las medianas de las mezclas, el
coeficiente de regresion era negativo, y significaba que se habia producido una inhibicion de
la liberacion de contenidos vesiculares inducida por el PF-HIV-1, y si no existia distancia
significativa el coeficiente de regresion tendia a O y la inhibicion del leakage del PF-HIV-1

no se consideraba significativa.
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Tras el analisis de los resultados, se seleccionaron como inhibidores de la actividad de
permeabilizacion del PF-HIV-1 aquellos péptidos que provocaban una reducciéon de

liberacion que tuviera un coeficiente de regresion < -6.
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Figura 31: Efecto inhibitorio de los analogos E1P8 GBV-C sobre la capacidad del PF-HIV-1 de
desestabilizar las membranas lipidicas de POPG. La relacion molar ensayada PF-HIV-1 y péptidos
derivados del GVB-C fue 1:10.

Tal y como se observa en la Figura 31, los anadlogos E1P8-6, E1P8-7, E1P8-12, E1P8-13,
E1P8-15y E1P8-21 inhiben significativamente el leakage del PF-HIV-1 [208], mientras que
la secuencia nativa E1P8 no es capaz de inhibir la actividad del PF-HIV-1 en este ensayo,
contrariamente a lo que se habia visto con anterioridad [108]. Una posible explicacion de
estos resultados discrepantes podria ser que, en este trabajo de tesis, se utiliz6 un PF-HIV-1
con la alanina en posiciéon 22 sustituida por una arginina, modificacion que aumenta la
actividad del péptido [167]. En este sentido, en un trabajo de master (M. Escarrd 2012),
realizado en la Unidad de Sintesis y Aplicaciones Biomédicas de Péptidos, se llevé a cabo
un estudio comparativo de la capacidad del E1P8 de inhibir el leakage del PF-HIV-1,, y del

PF-HIV-1,4. Resulto que el péptido E1P8 inhibia la liberacion de los contenidos vesiculares
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del PF-HIV-1,, a todas las relaciones molares ensayadas, mientras no modificaba la
actividad de desestabilizacion inducida por PF-HIV-1,.

Por lo tanto, a partir de este ensayo preliminar se seleccionaron los derivados E1P8-6, E1P8-
7, E1P8-12, E1P8-13, E1P8-15 y E1P8-21 como aquéllos que mejoraban la actividad de la

secuencia nativa.

2.5 Estudio de interaccién de los péptidos derivados E1P8, E1P8-7, E1P8-12,
E1P8-13 y E1P8-21 del GBV-C con el PF-HIV-1 mediante el ensayo de
hemolisis

El PF-HIV-1 en contacto con glébulos rojos causa hemolisis, provocando un aumento de
absorbancia debido a la liberacion de hemoglobina [175]. En la literatura se describen
péptidos, como el VIRIP y sus derivados, que bloquean la infeccion del virus del HIV-1 tras

la interaccion con el PF-HIV-1, y que inhiben también la actividad hemolitica del PF-HIV-1
[95].

Para estudiar la influencia de algunos analogos del péptido E1P8 del GBV-C, previamente
seleccionados por su capacidad de inhibicidn segun el ensayo de liberacion de contenidos
vesiculares, sobre la actividad hemolitica causada por PF-HIV-1, se puso a punto un ensayo

de hemolisis empleando sangre de conejo.

Considerando el valor de absorbancia en presencia de PF-HIV-1 como valor maximo de
hemolisis (100%), se observd que a medida que se iban afiadiendo concentraciones
crecientes de los péptidos derivados de E1P8 disminuia el porcentaje de hemdlisis del PF-
HIV-1 (Figura 32).
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Figura 32: Efecto inhibitorio de los analogos E1P8 GBV-C sobre la actividad hemolitica del PF-
HIV-1. Las relaciones molares ensayadas de los péptidos derivados del GVB-C y el PF-HIV-1 fueron
1:0,1, 1:1y 1:10.

Tal y como se muestra en la Figura 32, el E1P8, ya a la relaciéon molar 1:0,1 (PF-HIV-1: E1
GBV-C), afecta de manera dréastica a la actividad hemolitica del PF-HIV-1 disminuyéndola
en un 85%. Los péptidos E1P8-12 y E1P8-21 también son capaces de inhibir la hemdlisis
inducida por el PF-HIV-1. Menos marcada es la influencia de los péptidos E1P8-7 y E1P8-
13 ya que la hemdlisis inducida por el PF-HIV-1 disminuyé menos del 10% y 30%,
respectivamente. A las relaciones PF-HIV-1/E1 GBV-C1:1y 1:10 el comportamiento de los
péptidos es parecido, alcanzando en todos los casos casi el 100% de la inhibicion de la
actividad hemolitica del PF-HIV-1. Los resultados muestran que todos los derivados
ensayados de E1 GBV-C inhiben la actividad hemolitica del PF-HIV-1 de manera dosis-

dependiente.

2.6 Cinética de adsorcion de las secuencias peptidicas E1P8, E1P8-12, E1P8-13
y E1P8-21 del GBV-C

Tanto los estudios de cinética asi como los de monocapas de compresién se llevaron a cabo

en el Departamento de Fisicoquimica de la Facultad de la Universidad de Barcelona bajo la
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direccion de la Dra M. Pujol, gracias a la colaboracion existente entre la Dra M. Pujol y el
USIBAP.

Se ha descrito que ciertas secuencias peptidicas de la glicoproteina E1 del GBV-C que
interaccionan con el PF-HIV-1, presentan actividad superficial [70]. Se comportan como
sustancias anfifilicas, al ser inyectadas en una subfase acuosa, se acumulan en la interfase
aire/agua, disminuyendo, de este modo, la tension superficial de subfase acuosa y

aumentando la presion superficial en la interfase

Mediante la realizacion de cinéticas de adsorcion se caracterizaron los péptidos sintetizados:
E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21, en base a sus propiedades superficiales.

El proceso de adsorcion del E1P8 y sus derivados se determind inyectando voliumenes
crecientes de una solucidn concentrada de los mismos en una subfase acuosa de Hepes 5
mM, a pH 7,4, registrandose los incrementos de la presion superficial durante un periodo de

dos horas. Se alcanzo el equilibrio al cabo de 100 minutos.

Los péptidos muestran un comportamiento similar, una lenta adsorcion a concentraciones
bajas. A medida gue aumenta la concentracion de los péptidos la incorporacion es mas

rapida y las presiones superficiales que alcanzan son mas altas.

En la Figura 33 se representan los incrementos de presion superficial (An) alcanzados en
una cinética de 100 minutos para cada una de las concentraciones de péptidos ensayadas. El

perfil obtenido se ajustaba a una hipérbola rectangular (ecuacion (22)):

_ CTMlmax

AT =
T k+c

(22)

Donde 7,ax €5 el maximo incremento de presion superficial, ¢ es la concentracién de péptido

en la subfase, K es la concentracion que se alcanza a Y2 mmax , que generalmente se toma
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como referencia para los estudios de cinética de penetracion, esta debe ser mas baja que la
presion de equilibrio de adsorcion del péptido [167].

251 -
0
8 E1P8

- E1P8-12

E1P8-13

E1P8-21

O-r T T 1

0 5 10 15

Concentracion uM

Figura 33: Medida de la presion superficial del péptido E1P8 y sus derivados E1P-12, E1P-13 y
E1P8-21, a diferentes concentraciones de los mismos en la subfase.

A partir de estos datos se ha calculado el exceso superficial de los péptidos (1), aplicando a
los valores obtenidos en el registro de incremento de presion superficial frente al tiempo, la

ecuacidn que define la isoterma de adsorcion de Gibbs:

= A
" RTAlnc

(23)

Donde R es la constante de gas (8,31 J K'mol), T es la temperatura a la que se realizo el
experimento (294 K), ¢ es la concentracion de péptido en la subfase y Az el incremento de

presién a los 100 minutos.
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Ademas se han calculado las correspondientes areas por molécula utilizando la ecuacion

((24):

2 1
rea =

(24)
Siendo N el nimero de Avogadro 6,022x10% moléculas mol™.
Los parametros calculados para cada péptido se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Valores de las isotermas de adsorcion del EIP8 GVB-C y de sus derivados E1P8-12,
E1P8-13 y E1P8-21. IT.. es el incremento de presién superficial, k la concentracion que alcanza %
Tmax 1 max €S €l exceso superficial de péptido en la subfase al equilibrio y A es la area per molécula.

o (MN MY K (UM) Tmax (Mol m?) A(nm? molec™)
E1P8 22 0,45 1,563 x 10° 1,06
E1P8-12 23 0,44 1,59 x 10°® 1,04
E1P8-13 22 0,32 1,48 x 10°® 1,12
E1P8-21 24 0,42 1,52 x 10°® 1,09

Los analogos muestran una cinética de adsorcion similar a la secuencia original E1P8, como
cabia esperar por su parecido perfil hidrofébico segin la escala de Hoop-Woods. En esta
escala, que permite predecir regiones antigénicas potenciales de polipéptidos, valores
mayores a 0 indican regiones hidrofilicas y, por consiguiente, las que estdn mas expuestas
en la superficie de una proteina en su conformacién nativa. Por otro lado, los valores
obtenidos son del mismo orden que los obtenidos para otros péptidos de las proteinas
estructurales E1 y E2 de virus GBV-C de longitud y perfil similar [70, 107, 191].

El péptido E1P8 y los derivados (E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21) presentan valores negativos

desde el residuo 4 al 15 [70] de ahi que los parametros superficiales, como los valores de
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Tmax Tesultaron comprendidos entre 22 y 24 mN m™y, las areas por molécula entre 1,04 y
1,12 nm? molec™.

Los resultados muestran que los péptidos presentan propiedades superficiales similares. En
todos los casos a medida que la concentracion aumenta se observa una adsorcion gradual de
los péptidos. Por consiguiente, se puede afirmar que la sustitucién de los aminoacidos en las
secuencias peptidicas E1P8-12, E1P8-13 y EI1P8-21 no conlleva ningun cambio
significativo en sus propiedades superficiales respecto a las de la secuencia nativa. Ademas,
la carga tampoco parece ser significativa, ya que el péptido E1P8-21, siendo neutro con

respecto a la secuencia nativa, presenta la misma actividad superficial.

2.7 Cinética de penetracion a area constante del péptido PF-HIV-1 y de las
secuencias peptidicas E1P8, E1P8-12, E1P8-13y E1P8-21 del GBV-C

Las cinéticas de penetracion de péptidos en monocapas de lipidos son Utiles para analizar las
interacciones entre estas moléculas y las membranas, ya que proporcionan informacion que
se puede extrapolar a la interaccion de péptidos con lipidos organizados en bicapas, tal y
como se encuentran en las membranas bioldgicas.

Con estos ensayos se estudio la capacidad de los péptidos de interaccionar con monocapas
fosfolipidicas obtenidas por extension de un lipido en la interfase aire/agua a distintas
presiones iniciales de lipido (z). Se registraron los cambios de la presion inicial al

incorporarse los péptidos a la interfase.

La concentracion de los péptidos inyectada en la subfase (Hepes 5 mM, pH 7,4) fue 0,38
UM, valor promedio de los valores K obtenidos en el ensayo de la actividad superficial para

los péptidos estudiados.

En primer lugar se determind la penetracion del PF-HIV-1 utilizando como modelos de
membrana fosfolipidos DMPC y DMPG que se diferencian en la carga de la cabeza polar

(zwiterionica y negativa, respectivamente) (Figura 34).
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El PF-HIV-1 muestra valores similares de penetracion para los dos lipidos. En ambos casos
se obtiene una dependencia lineal de incremento de presion (4z) y la presion inicial de la
monocapa, como se muestra en la Figura 34.
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Figura 34: Incremento de la presion superficial (An) causada de la insercion del PF-HIV-1 en
monocapas de DMPG, DMPC y POPG en funcién de las presiones superficiales iniciales del lipido.
El simbolo * indica la presion de exclusion del péptido ().

La extrapolacion de estas rectas (4z=cero) proporciona un valor estimado de la presion de
exclusiéon (z.), es decir aquella presion a la cual el PF-HIV-1 no se insertaria en la
monocapa lipidica [132, 209]. Por otra parte, dado que la presién lateral de la membrana
celular se ha estimado entre 25 y 35 mN m™, los valores que se encuentran por debajo de
este rango indican una baja penetracion, mientras se ha descrito que los compuestos que
interaccionan con la membrana celular presentan valores de m, > 35 mN m™ [210]. Se
observa que la incorporacion del PF-HIV-1 es mas elevada en el caso de DMPG, indicando
gue hay que considerar la carga de la parte polar en el proceso de insercién. Sin embargo al
estudiar la influencia de la cadena apolar en la interaccion del PF-HIV-1 con la monocapa,

mediante POPG que, a diferencia de DMPG, presentan una cadena lipidica distinta, mas
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larga y con insaturacion, el valor de presion de exclusion es el mismo en ambos casos

indicando que el péptido interacciona principalmente con la cabeza polar.

Se estudid, finalmente, la interaccion del E1P8 y de los analogos E1P8-12, E1P8-13 y
E1P8-21 con el lipido POPG.

2514
-8- E1P8/POPG

< 90 -= E1P8-12/POPG
; -+ E1P8-13/POPG
£ 15- -e- E1P8-21/POPG
c - PF-HIV-1/POPG
2 104
o
o
< 5

O- .......................................................................

10 20 30 40
Presion inicial lipido (mN m™)

Figura 35: Incremento de la presion superficial (4xz) causada por la insercion del PF-HIV-1, E1PS,
E1P8-12, E1P8-13 y E1P-21 en monocapas de POPG en funcion de las presiones superficiales
iniciales del lipido. El simbolo * indica la presion de exclusion del péptido ().

Cada péptido muestra (Figura 35), una tendencia lineal de Az frente a la w;. Se observa que
cuanto mayor es la concentracion de lipido menor es el grado de incorporacion de los
péptidos.

Las presiones de exclusion para las secuencias peptidicas E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-
21, respectivamente 17, 13, 10 y 19 mN m™, indican una baja interaccion con los lipidos
POPG. A estas presiones superficiales la monocapa de POPG, como se mostrard en el
siguiente apartado, esta en fase expandida, es decir las moléculas, aungue haya interaccion
de Van der Waals entre ellas, se encuentran separadas. Probablemente, en este estado de las

peliculas lipidicas, los péptidos interaccionan con el lipido POPG principalmente mediante
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interacciones hidrofébicas y la ausencia de penetracién es debida a la carga neta negativa de
los péptidos (Tabla 11), a diferencia del PF-HIV-1 que presenta una carga neta positiva y
una presion de exclusion mas elevada (35 mN m™).

Tabla 11: Valores del punto isoeléctrico y carga neta obtenidos por prediccion, y valores de la

presion de exclusion, obtenidos por extrapolacion de los valores experimentales para los péptdos: PF-
HIV-1, E1P8. E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21.

PF HIV-1 11,04 1 35
E1P8 2,94 -2,1 17
E1P8-12 2,94 -2 13
E1P8-13 2,94 -2,1 10
E1P8-21 4,04 0 19

2.8 Estudios de miscibilidad de los péptidos E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21
del GBV-C y del PF-HIV-1 empleando monocapas de extension

Tal y como se ha indicado, la disposicion de una monocapa lipidica es similar a la de las

membranas celulares, por lo que se utilizan como modelos de membrana.

En particular las monocapas mixtas, constituidas por dos 0 mas componentes, representan
un modelo muy valido para el estudio de las interacciones moleculares en un sistema

bidimensional dinamico

Empleando las monocapas de extension se analizaron las isotermas de compresién para
estudiar en primer lugar la interaccién entre el PF-HIV-1 y los derivados de E1P8. A

continuacion, se analizé la interaccion entre los derivados de E1P8 y lipidos anidnicos y
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finalmente se analizé la capacidad de estos péptidos de modificar la interaccion del PF-HIV-
1 con lipidos cargados negativamente.

2.8.1 Miscibilidad péptido/péptido

Mediante las isotermas de compresion, se estudié la miscibilidad de la secuencia peptidica
E1P8 del GBV-C y de sus derivados E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21 con el PF-HIV-1. Se
caracterizaron sus estados de ordenacion superficial mediante el calculo del mddulo de

compresibilidad siguiendo la ecuacion (25):

1 om
it = ~(5)

(25)

Siendo A el area por molécula a una determinada presion superficial, z la presion superficial

correspondiente.

Valores de mddulo de compresibilidad entre 12,5 y 50 mN m™ indican una fase de liquido
expandido de la monocapa, mientras valores comprendidos entre 100 y 250 mN m™

sugieren que la capa monomolecular esta en fase de liquido condensado [211-213].

La compresion de las monocapas se realiz6 lentamente, a una velocidad de 5 cm min™, para

asegurar de que los cambios se produjeran en condicion de equilibrio termodinamico [132].
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Figura 36: Isotermas de compresion de monocapas mixtas del PF-HIV-1 con (A) E1P8, (B) E1P8-
12, (C) E1P8-13 y (D) E1P8-21 extendidos sobre la subfase Hepes (5 mM, pH 7,4), a diferentes
fracciones molares de péptidos. En el inset los respectivos madulos de compresibilidad.

La Figura 36 muestra las isotermas de compresion de los péptidos E1P8, E1P8-12, E1P8-13
y E1P8-21 puros y de las mezclas a diferentes fracciones molares con el PF-HIV-1. Todas
las secuencias peptidicas analizadas forman peliculas estables en la interfase aire/agua. En el
caso de E1P8 se forma un pseudoplateau durante la compresion a una presion superficial de

35 mN m™. El mismo pseudoplateau se observa para el péptido derivado E1P8-12 a 25 mN
m. Un plateau similar se registrd en isotermas de compresion de otras Secuencias
peptidicas de la glicoproteina E1 del GBV-C [193], y se ha visto que podria ser el resultado
de la formacion de una bicapa [214], o de unos segmentos moleculares que se disponen
perpendicularmente a la interfase y salen del agua [215], 0 a un cambio de orientacion del
péptido durante la compresién [216]. Los derivados E1P8-13 y E1P8-21 muestran un

aumento continuo de la presion superficial a medida que se comprimen las monocapas.
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En general, se observa que cuando se afiade el PF-HIV-1, la forma de las isotermas de los
péptidos cambia. El pseudoplateau caracteristico de los péptidos E1P8 y E1P8-12
desaparece a medida que aumenta la concentracion del PF-HIV-1.

El médulo de compresibilidad del PF-HIV-1 frente a la presion superficial (inset Figura 36)
indica que la monocapa esta en una fase de liquido expandido durante toda la compresion.
La adicion de los derivados de la proteina E1 causa un aumento del moédulo de
compresibilidad, excepto para el E1P8-21. Aunque en las isotermas de los péptidos puros y

de las mezclas no se observan cambios en el estados de ordenacion de las moléculas.

La miscibilidad de los péptidos se ha evaluado mediante la regla de la aditividad que
considera el area ocupada por molécula para las diferentes fracciones molares
(ecuacidn(26)).

Al,Z == XlAl + XZAZ
(26)

Siendo A, el area por molécula media de la monocapa mixta, X; y X, la fracciones molares
de los dos componentes, y A; y A las areas por molécula de ambos componentes en estado

puro.

Si la mezcla es ideal, existe total miscibilidad de los componentes o total immiscibilidad y el
area ocupada por molécula sigue un comportamiento lineal. Por tanto, los distintos
componentes estan mezclados y entre ellos no hay energia de interaccion o bien responde al
caso contrario, donde sus componentes estan totalmente separados. Si el &rea por molécula
presenta desviaciones negativas o positivas de la regla de la aditividad significa que los

distintos componentes, interaccionan con mas 0 menos extension [217].

Los graficos de las areas por molécula frente a las fracciones molares del PF-HIV-1 a

presiones constantes (5, 10, 20 y 25 mN m™) (Figura 37), revelan pequefias desviaciones
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positivas en todas las mezclas, excepto para el caso de E1P8-12/PF-HIV-1, a 5 mN m™, que

presenta desviaciones negativas indicando ligeras interacciones atractivas.
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Figura 37: Variacion del area por molécula de las isotermas mixtas de PF-HIV-1 con (A) E1P8, (B)
E1P8-12, (C) E1P8-13 y (D) E1P8-21 extendidas sobre la subfase (Hepes 5 mM, pH 7,4), en funcién
de la fraccién molar del PF-HIV-1, a las presiones superficiales 5 mN m™, 100 mN m™, 20 mN m™ y

25 mN m™.

Para analizar las caracteristicas de la miscibilidad entre los componentes de las diferentes

monocapas, se calcularon los pardmetros asociados al proceso. La energia de Gibbs de
exceso de la mezcla (GF) se obtuvo aplicando la siguiente ecuacion (27) [218]:

s

Vs
GE=NAf

-0

(27)

-0

Ajdr — X, f

-0

s

Aydm
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donde A, es el area molecular promedio de la monocapa mixta, A; y A, son las areas de los
componentes puros, X; y X, son las fracciones molares de los componentes 1y 2, Na es el
namero de Avogadro.

En la Tabla 12 se muestran los valores de energias de Gibbs de exceso de las mezclas. Estos
se analizaron de acuerdo a que valores de |GF| menores de RT indican desviaciones no
significativas [136], sugiriendo que las interacciones entre los péptidos pueden considerarse
ideales.

Tabla 12: Energia de Gibbs de exceso (GF) para las mezclas de PF-HIV-1 con E1P8, E1P8-12,
E1P8-13 y E1P8-21, a las presiones superficiales de 5mN m™, 10 mN m?, 20 mN' m™ y 25 mN m™.

G5(J mol™)

Xeerva | (MN MY E1P8 E1P8-12 E1P8-13 E1P8-21

5 402,06 -606,50 959,04 -347,21

02 10 511,82 912,33 1190,75  -359,50

' 20 318,34 -1690,48 192513  -706,27
25 -400,26 -3568,82  1533,82  -1744,03

5 -919,39 -438,01  -339,90  -421,70

04 10 -1012,88 789,41  -416,36  -562,23
’ 20 -1072,33 -2060,14  -708,15  -1160,74
25 -823,71 -4024,37  -1349,42  -2207,55

5 -91,86 403,20  -432,48  -387,81

06 10 23,37 651,11  -62539  -687,72
’ 20 -147,35 -1923,86  -1370,83  -1737,03
25 827,84 -4146,71  -1714,94  -2673,86

5 467,40 -226,44  -36,79 -148,92

08 10 675,24 -333,65  -209,33  -482,77
’ 20 1006,57 789,03  -84757  -1161,76
25 1828,66 -2723,05  -992,09  -1666,21

La mezcla E1P8-12/PF-HIV-1, a 25 mN m™ de presion superficial, presenta valores de |G|
mayores que RT (2477,5 J/mol, a 24 °C), indicando, en este caso, que las desviaciones

positivas de la regla del aditividad son significativas, de caracter repulsivo y favorecidas
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termodinamicamente. Las mezclas restantes muestran valores de |GF| menores que el
producto RT, indicando que las desviaciones de la idealidad observadas no son

significativas.

Por lo tanto, las mezclas de péptidos se pueden considerar ideales [136], tal como cabia
esperar puesto el perfil hidrofobico de los derivados de la proteina E1 del GBV-C y del PF-
HIV-1.

2.8.2 Miscibilidad péptido/lipido

Para conocer el comportamiento de los péptidos E1P8, E1P8-12, E1P8-13, E1P8-21 y PF-
HIV-1 en un sistema dinamico, se eligi6 POPG como modelo de membrana y se procedio al
estudio de miscibilidad lipido/péptido obteniendo isotermas de compresion para mezclas de

diferente composicion.

En la Figura 38 se representan las isotermas de compresidn obtenidas para cada una de las
mezclas. Las curvas en color rojo corresponden a cada uno de los péptidos de la proteina E1
GBV-C solos, cuyo comportamiento se ha descrito en el apartado anterior. En este caso se
ha analizado el efecto de los péptidos derivados de la proteina E1 del GBV sobre las
monocapas del fosfolipido POPG. ElI E1P8 y sus derivados (excepto E1P8-13) muestran el
mismo comportamiento. A mayor proporcion de péptido en la monocapa, se produce una
expansion de la monocapa del fosfolipido puro, los valores de area por molécula aumentan
con la fraccion molar de péptido en la monocapa para una misma presion, hecho que indica
interaccién entre los péptidos y el lipido [165]. En la mezcla E1P8-13/POPG, el area por
molécula del lipido no varia al afadir el péptido, en ninguna de las fracciones molares

ensayadas.
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Figura 38: Isotermas de compresion de monocapas mixtas de POPG con (A) E1P8, (B) E1P8-12, (C)
E1P8-13 y (D) E1P8-21 extendidos sobre la subfase Hepes (5 mM, pH 7,4), a diferentes fracciones
molares de péptidos. En el inset de cada grafico se muestran los respectivos médulos de
compresibilidad.

La isoterma de la pelicula lipidica de POPG puro (linea negra) muestra un aumento continuo
de la presion superficial durante toda la compresion hasta aproximadamente 42 mN m™
(Figura 38), alcanzando el maximo de mddulo de compresibilidad (Cs*) justo antes del
colapso, a una presion superficial de 40 mN m™. Los valores de éste indican que la POPG se
mantiene en fase de liquido expandido a lo largo de la compresién, de acuerdo a resultados
previamente publicados [193, 219].

Respecto a las mezclas lipido/péptido, a medida que aumenta la fraccién molar del lipido, se
observa un aumento del maximo de mdédulo de compresibilidad respecto a los péptidos
puros. En las mezclas E1P8/POPG y E1P8-12/POPG a Xg1 gev.c=0,4 y 0,6, el maximo de Cy

! se sitGia justo cuando empieza el pseudoplateau. En general se observa que la monocapa
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lipidica es menos compresible en presencia de los péptidos que, por lo tanto, afectan el
normal empaquetamiento de las moléculas lipidicas.

—~ ~ 4
-, - 5mN/m R = 5mN/m
< -o- 10mN/m < —- 10mN/m
g %1 - 20mN/m g ¥ -~ 20mN/m
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Figura 39: Variacién de areas por molécula de las isotermas mixtas de POPG con (A) E1P8, (B)
E1P8-12, (C) E1P8-13 y (D) E1P8-21 extendidas sobre la subfase Hepes (5 mM, pH 7,4), en funcidn
de la fraccion molar de los péptidos, a las presiones superficiales de 5mN m™, 10 MmN m™, 20 mN m™*
y25 mN m™.

La Figura 39 ilustra la variacion del area por molécula en funcién de la fraccién molar de
péptido, a presiones constantes de 5, 10, 20 y 25 mN m™ para las diferentes mezclas
lipido/péptido. Se observan pequefias desviaciones negativas respectos a la linealidad,
excepto para ELP8/POPG a Xg1ps=0,6 y E1P8-21 a todas las fracciones molares ensayadas,
donde las desviaciones son positivas. En la Tabla 13 se muestran los valores de GF. Estos
valores son bajos, menores que el producto RT indicando que las desviaciones de la
idealidad observadas no son significativas.
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Tabla 13: Energia de Gibbs de exceso (GF) para las mezclas de POPG con E1P8, E1P8-12, E1P8-13
y E1P8-21, a presiones superficiales de 5mN m™y 25 mN m™.

GF (J mol™)
XE1GBV-C 5mN m* 25mN m™*
0,1 666,3 960,1
0,2 953,1 1109,6
E1P8 0,4 65,6 215,5
0,6 -292,0 8448
0,1 137,3 -41,9
0,2 136,1 -1016,7
E1P8-12 0,4 123,5 -2329,7
0,6 13,9 -1403,4
0,1 523 -201,4
0,2 -40,2 -327,5
E1P8-13 0,4 -411,7 -544.8
0,6 -10,5 -386,3
0,1 51,3 393,9
0,2 5,5 7914
E1P8-21 0,4 13,5 499,3
0,6 37,7 306,6

Los estudios de miscibilidad péptido/lipido indican que la presencia de los péptidos causa
una expansion de la monocapa lipidica, sugiriendo que los péptidos interaccionan con la
POPG, excepto en presencia del ELP8-13. Cuando se adiciona el péptido E1P8-13, las areas
por molécula de lipido no varian. Probablemente, esta diferencia es debida a una diferente
disposicion y orientacion del péptido durante la compresion lo que le impide interaccionar
con el lipido. Estos resultados, junto con las desviaciones de la regla de la aditividad y las
energias de Gibbs de exceso sugieren, de acuerdo con los resultados de penetracién que se

han descrito en los apartados anteriores, una interaccion de los péptidos con el lipido POPG.
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2.8.3 Miscibilidad PF-HIV-1/lipido en presencia de los derivados peptidicos
E1P8, E1P8-12, E1P8-13y E1P8-21

Se analiz6 la capacidad de E1P8 y de sus derivados de modificar la interaccion del PF-HIV-
1 con el lipido aniénico POPG en la formacion de monocapas de Langmuir. Para ello, en
primer lugar se estudié la miscibilidad del PF-HIV-1 con los lipidos POPG a diferentes
fracciones molares. A continuacion se escogié una mezcla del PF-HIV-1 con cada uno de
los derivados E1 GBV-C en una proporciéon: E1 GBV/PF-HIV-1 (2:1) y se procedio al
estudio de miscibilidad para comparar con los resultados obtenidos con cada uno de los

péptidos por separado.

La Figura 40 muestra las isotermas de compresion que corresponden a las mezclas del PF-
HIV-1 con POPG a diferentes fracciones molares. Al igual que en el caso de los derivados
de la proteina E1 GBV-C, la presencia de PF-HIV-1 incrementa los valores de &rea por
molécula al aumentar la concentracion de péptido. La expansion va acompafiada de un
aumento de la compresibilidad de la monocapa (inset, Figura 40 A). Mediante el analisis de
la regla de aditividad, se observan desviaciones positivas (Figura 40 B) poco significativas

al igual que los de la energia de Gibbs de exceso (Anexo 2).

137



Resultados y discusion

100

10 20 0 40 50
m (MmN m?)

— POPG

— POPG/PF-HIV-1 (10:1)
POPG/PF-HIV-1 (3:1)

— POPG/PF-HIV-1 (2:1)
POPG/PF-HIV-1 (1:1)

5 1 — POPG/PF-HIV-1 (1:2)

Area (nm“ molec™) — PF-HIV-1

0 1 2 3 4 5

- 5mNm?

©- 10mNm™
- 20mNm*
= 25mNm*?

Area (nm? molec "%

XPF-HIV-1

Figura 40: (A) Isotermas de compresion de monocapas mixtas del PF-HIV-1 y POPG, a diferentes
fracciones molares. En el inset de cada grafico se muestran los respectivos modulos de
compresibilidad. (B) Variacion del area por molécula de las mezclas de POPG con PF-HIV-1
extendidas sobre la subfase Hepes (5 mM, pH 7,4), en funcion de la fraccion molar del PF-HIV-1, a
las presiones superficiales de 5mN m?, 10 mNm™, 20 mN m?*y 25 mN m™.

La Figura 41 muestra los resultados de las isotermas de compresion con las diferentes
mezclas (POPG/ (E1 GBV-C + PF-HIV-1). Se observa que la forma de las isotermas mixtas
de POPG/PF-HIV-1 cambia cuando se afiaden los derivados de la glicoproteina ELGBV-C.
En presencia de los péptidos se forman peliculas mas comprimidas que la mezcla de

POPG/PF-HIV-1, acercandose a los valores de area por molécula del lipido puro.
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Figura 41: Isotermas de compresion de monocapas mixtas de POPG con (A) E1P8/PF-HIV-1 (2,1),
(B) E1P8-12/PF-HIV-1 (2,1), (C) E1P8-13/PF-HIV-1 (2,1) y (D) E1P8-21/PF-HIV-1 (2:1)
extendidas sobre la subfase Hepes (5 mM, pH 7,4), a diferentes fracciones molares de péptidos. En el
inset los respectivos modulos de compresibilidad.

Mediante el analisis de la regla de aditividad, se puede observar una interaccion mutua entre
el lipido y la mezcla de péptidos. La Figura 42 muestra el grafico del area per molécula en
funcion de la fraccion molar de la mezcla de péptidos, a la presion superficial de 10 mN m™,
para E1P8 (A), E1P8-12 (B), E1P8-13 (C) y E1P8-21 (D). En cada figura se pueden
comparar las areas por molécula de las mezclas PF-HIV-1/POPG, E1 GBV-C/POPG y PF-
HIV-1/E1 GBV-C/POPG. Como se ha descrito antes, la mezcla PF-HIV-1/POPG muestra
pequefas desviaciones positivas con un maximo a Xer.iv1=0,2 y 0,6, indicando la existencia
de una débil interaccion repulsiva entre POPG y PF-HIV-1 a presiones superficiales bajas.
En el caso de los péptidos E1P8, E1P8-12 y E1P8-21, como se indicaba en el parrafo
anterior, para Xgigev.c comprendidos entre 0,2 y 0,6, los valores experimentales indican

desviaciones positivas aungue menores gue para el PF-HIV-1. Mientras para Xgicpv.c < 0,2
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Y Xeiev-c> 0,6 el comportamiento resulta practicamente ideal. E1P8-13 sigue la regla de
aditividad, como se puede ver en la Figura 42 C. Cuando se mezcla el POPG con E1P8/PF-
HIV-1 (relacion molar E1 GBV-C: PF-HIV-1, 2:1) se observan pequefias desviaciones
negativas entre Xeipgpr-nivas = 0,1 y 0,4, siendo positivas por las fracciones Xeipgpr-niv-1 >
0.4. Para las mezclas E1P8-12/PF-HIV-1 y E1P8-21/PF-HIV-1 se observa un
comportamiento ideal. Finalmente, en la mezcla E1P8-13/PF-HIV-1 se observan
desviaciones negativas a Xeipg-13/pr-riv-1 = 0,4y 0,6.
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Figura 42: Variacion del area por molécula de la mezcla de POPG con PF-HIV-1, E1P8 y E1P8/PF-
HIV-1 (A), E1P8-12 y E1P8-12/PF-HIV-1 (B), E1P8-13 y E1P8-13/PF-HIV-1 (C) y E1P8-21 y
E1P8-21/PF-HIV-1 (D) a la presion superficial de 10 mN m™.

Aunque las desviaciones de la regla de la aditividad resultaron no significativas en presencia
de las mezclas E1 GBV-C/PF-HIV-1 (Tabla en Anexo 2), resulté interesante profundizar en
el andlisis de la desviacion a la fraccion molar 0,2 para el PF-HIV-1 y para (E1 GVB-C +

PF-HIV-1) en mezclas con POPG puesto que se observa que, a estas proporciones, la
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mezcla de péptidos recupera el valor del &rea por molécula del lipido puro. Los resultados se
muestran en la Figura 43 donde se representa el area por molécula en funcion de la presion
superficial para la fraccion molar 0,2 del PF-HIV-1y de E1 GBV-C/PF-HIV-1. El PF-HIV-
1 produce una expansion en la monocapa de POPG indicando interaccion entre ellos, de
acuerdo también con los resultados de liberacion del contenido vesicular. Cuando se
adiciona al PF-HIV-1/POPG los derivados E1P8-12 y E1P8-13 las areas por molécula se
reducen, mientras cuando se afiaden los péptidos E1P8 y E1P8-21, las isotermas recuperaron
la forma y las areas de POPG puro, es decir se anula el efecto producido por el PF-HIV-1,
E1P8 y E1P8-21 sobre las monocapas del lipido.

Por lo tanto, los resultados muestran que el PF-HIV-1 y los derivados de la proteina E1
GBV-C interacttan entre ellos, influenciandose en la manera de interaccionar con el lipido
POPG.

— =0 -~ PF-HIV-1
8 .l = E1P8/PF-HIV-1
g \\‘\1 -+ E1P8-12/PF-HIV-1
N ~ E1P8-13/PF-HIV-1
£ 1.07 \ - E1P8-21/PF-HIV-1
= e POPG
8 0.5
<

0.0 T T 1

0 10 20 30
Presion superficial (MmN m™)

Figura 43: Incrementos de las areas por molécula en funcion de la presion superficial de las
monocapas POPG con E1P8/PF-HIV-1 (2,1), EIP8-12/PF-HIV-1 (2,1), E1P8-13/PF-HIV-1 (2,1) y
E1P8-21/PF-HIV-1 (2,1) extendidas sobre la subfase Hepes (5 mM, pH 7,4), a la fraccion molar de
péptidos 0,2.
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2.8.4 Interaccioén péptido/lipido por microscopia de fluorescencia

Los estudios de microscopia de fluorescencia se llevaron a cabo en el Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular de la Biologia de la Universidad Complutense de Madrid
bajo la direccién del Dr A. Cruz, gracias a la colaboracion existente entre el grupo del Dr A.
Cruzy el USIBAP.

Para analizar el efecto de los péptidos sobre la estructura de monocapas de lipidos y poder
observarlas al microscopio, se prepararon peliculas de Langmuir-Blodgett utilizando el
método COVASP (Continuously Varying Surface Pressure) que permite obtener una
transferencia Unica de la monocapa a lo largo de la compresion completa [169, 220]. En este
caso, se utilizé DPPG en lugar de POPG para poder observar como los péptidos modifican o

interfieren en el cambio de fase de lipido.

60-
_ — DPPG
F"E 40- — DPPG+5% PF-HIV-1
= — DPPG+5% E1P8
E — DPPG+5% E1P8-12
g 207 — DPPG +5% E1P8-13
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Figura 44: Isotermas de compresion de las monocapas mixtas de DPPG con el 5% de PF-HIV-1,
E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21 extendidas sobre agua como subfase.
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En la Figura 44 se muestran las isotermas de DPPG en ausencia y en presencia de 5% molar
de PF-HIV-1, E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21. Todos los péptidos provocan una
expansion de la isoterma de DPPG hacia valores de &reas por molécula mas altas, indicando
que el péptido estaba ocupando espacio en la interfase y perturbando el normal
empaquetamiento de los lipidos. En presencia del PF-HIV-1, se observa un cambio en la
pendiente de la isoterma alrededor de 30 mN m™ respecto a la isoterma de DPPG. A
presiones mas bajas, aproximadamente a 5 mN m™, la forma de la isoterma muestra uno
pseudoplateau que se podria asociar a la fase de transicion liquido expandido a liquido
condensado (LC-LE) [70]

El efecto de E1P8 y de sus analogos sobre las monocapas DPPG es mas variable. En primer
lugar, se observa un cambio en la pendiente de las isotermas a ~ 35 mN m'™ en presencia de
E1P8y E1P8-12 y a mas de 45 mN m™ para la isoterma que contiene E1P8-21. Este cambio
en la pendiente de la isoterma durante la compresion podria estar relacionada con los
cambios en la orientacion de los péptidos en la monocapa o incluso con exclusién parcial de
los péptidos de la monocapa lipidica a presiones mas altas [221, 222]. A presiones
superficiales mas bajas, las monocapas en presencia de E1P8, E1P8-12 y E1P8-21 presentan
isotermas con un comportamiento comparable al de DPPG, parece que alteran la
reorganizacion de las moléculas de DPPG, para la formacién de dominios a lo largo de la
transicion de fase de LC a las fases de LE, en una menor medida que el péptido PF-HIV-1.
En cambio, la isoterma de DPPG en presencia de E1P8-13 muestra un cambio aparente del
plateau de transicion de fase a presiones superficiales mas altas, ~ 10 mN m™; indicando un
mayor efecto en la reorganizacion de las moléculas DPPG durante la transicion de fase del

lipido que los otros derivados de la glicoproteina E1 GBV-C.
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Figura 45: Isotermas de compresion de monocapas mixtas de DPPG con el 5% de PF del HIV-1,
E1P8/PF-HIV-1 (2,1), E1P8-12/PF-HIV-1 (2,1), E1P8-13/PF-HIV.1 (2,1) y E1P8-21/PF-HIV-1 (2,1)
extendidas sobre la subfase de agua.

La Figura 45 muestra las isotermas de DPPG puro y en presencia de 5% molar del PF-HIV-
1y de las diferentes mezclas de PF-HIV-1/E1P8 y derivados (1:2 molar / molar). En todos
los casos, respecto a la monocapa lipidica pura, se observan isotermas mas expandidas hacia
areas incluso mas grandes que las observadas en presencia de la mezcla lipido/péptido. Este
comportamiento probablemente puede ser debido a una interaccion entre los andlogos E1P8
y PF-HIV-1 que modifica la forma de los péptidos de interactuar con el lipido. Ninguna de
las mezclas muestra diferencias significativas en la forma de la isoterma, a presiones de la
transicion de fase de DPPG, respecto al lipido solo. Incluso la mezcla DPPG/PF-HIV-
1/E1P8-13 muestra una isoterma con un plateau similar a la de la isoterma de DPPG a
presiones bajas, a pesar de que el E1P8-13 producia un aumento en la presion de la

superficie donde tiene lugar la transicion de fase.

Para caracterizar mejor el efecto de los péptidos sobre la transicion de fase lateral del lipido
de DPPG, se prepararon monocapas en presencia de 1% molar de la sonda fluorescente

NBD-PC y se transfirieron a cubreobjetos de vidrio. La transicion de fase (LE-LC) se puede
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observar por microscopia de fluorescencia con la aparicion de dominios oscuros de fase
condensada en la interfase que excluyen la sonda fluorescente. Estos dominios condensados
crecen de tamafio a medida que la transicion de fase se completa, hasta cubrir casi por
completo la interfase, con exclusion de la sonda fluorescente a regiones mas pequefias que
rodean la fase LC. Monocapas que contienen DPPG puro, a 25°C, muestran una transicion
de fase de LC a LE partir de presiones superficiales muy bajas, de menos de 1 mN m™, y

terminando por encima de 10 mN m™ (Figura 46).

.
5% PF-HIV-I

Figura 46: Iméagenes de microscopia de fluorescencia de monocapas de DPPG en presencia y en
ausencia de 5% FP HIV-1. Las imagenes de las peliculas LB transferidas durante una compresién
continua fueron tomadas a las presiones superficial indicadas.

La adicion del péptido PF-HIV-1 a monocapas de DPPG provoca dos efectos evidentes
(Figura 46). Por un lado, PF-HIV-1 perturba la transicion de fase lateral del lipido,
provocando la produccion de dominios menos grandes y mas ramificados. Ademas,
comparando las imagenes de DPPG y DPPG/PF-HIV-1 a presiones similares (Figura 46), se
observa que la monocapa en presencia del péptido completa la transicién a presiones
superficiales mas altas, es decir el PF-HIV-1 retrasa la condensacion del lipido. Mientras
que la imagen de la pelicula de DPPG a presion superficial 20,4 mN m™ ya muestra una
transicion completa a liquido condensado, la imagen de la monocapa con 5% PF-HIV-1 a 21

mN m™ muestra dominios rodeados de regiones verdes bien definidas, indicando que
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todavia la monocapa permanece en una fase LE. Este cambio en las monocapas de DPPG
podria ser debido a que el PF-HIV-1 interactta preferentemente con la fase expandida del
lipido, evitando el normal crecimiento de los dominios LC y provocando la formacién de
dominios ramificados [133]. La heterogeneidad en las regiones LE observadas a presiones
relativamente bajas (véase Figura 46 a 4 mN m™) podria ser debida a una acumulacion
preferencial de PF-HIV-1 en esta fase. A presiones mas altas (véase Figura 46 a 21 mN m™),
la presencia de dominios mas pequefios en la fase LE podria ser debido a la formacién de
nuevas regiones LC de DPPG o incluso a la segregacion lateral del péptido de la fase de LE
[70].

5% E1P8 2.6mN/m 9.9mN/m

5% E1P8-12 EARulViy 4.5mN/m 9.9 mN/m

5% E1P8-13 CER 16.6 mN/m

5% E1P8-21 [PX Il 9.0mN/m

Figura 47: Imégenes de microscopia de fluorescencia de monocapas de DPPG en presencia de 5%
E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21. Las im&genes de las peliculas LB transferidas durante una
compresion continua fueron tomadas a las presiones superficial indicadas.
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Cuando se analiza el efecto de E1P8 y de sus péptidos derivados, se observa una influencia
menor en la transicion de fase de la isoterma de DPPG (Figura 47). En todos los casos, los
péptidos reducen el tamafio del dominio, si se comparan con monocapas DPPG puro o
incluso con monocapas DPPG que contienen el PF-HIV-1. Sin embargo, un aumento
aparente en el nimero de dominios mantiene el promedio del empaquetamiento de la
monocapa similar a lo observado en las monocapas de DPPG puro. Este comportamiento se
podria explicar en términos de una interaccion mas superficial de estos péptidos con el
lipido, que alteran la manera en que tenia lugar la transicion de fase, con la produccion de
un mayor nimero de sitios de nucleacion para la formaciéon de dominios condensados,
alterando el proceso general en una menor medida [168, 221, 222]. En el caso de E1P8-12,
ademas de los efectos mencionados anteriormente, se observa un cambio significativo en la
geometria de los dominios. Por otro lado, E1P8-13 también produce un efecto claro sobre el
total de fase condensada a bajas presiones (véase Figura 47 en 4,3 mN m™) que da lugar a la
formacion de dos niveles de verdes diferentes en la fase LE, como se ha observado con el
péptido PF-HIV-1. Estas diferencias podrian explicarse en términos de una mejor
interaccién de estos dos péptidos, E1P8-12 y E1P8-13, con los grupos acilos de las cadenas
hidrofobicas de DPPG, que perturban en mayor medida que E1P8 y E1P8-21 la
reorganizacion de los grupos acilos del fosfolipido. Sin embargo, y en contraste con el
comportamiento del PF-HIV-1, el nivel de condensacion en la monocapa a presiones mas
altas en presencia de E1P8-13 es similar al observado en presencia de E1P8. Esto indicaria
gue en estas presiones, donde la mayor parte del fosfolipido estd en fase condensada, la
presién lateral podria superar el posible efecto de la sustitucidén de un solo aminoacido en la
secuencia de los péptidos, produciendo un comportamiento y tal vez un reordenamiento

interfacial comparables para la E1P8 y sus analogos.
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E1PS, 1.9 mN/m
PF-HIV-1
2:1

E1P8-12, 2.0 mN/m 4.6 mN/m
PF-HIV-1
2:1

E1P8-13, ANuLVL 9.3 mN/m
PF-HIV-1
2:1

E1P8-21, EALLILY 23.0 mN/m
PF-HIV-1
2:1

Figura 48: Imégenes de microscopia de fluorescencia de monocapas de DPPG en presencia de 5%
E1P8/PF-HIV-1, E1P8-12/PF-HIV-1, E1P8-13/PF-HIV-1 y E1P8-21/PF-HIV-1. Las imagenes de las
peliculas LB transferidas durante una compresién continua fueron tomadas a las presiones superficial
indicadas.

Estos experimentos se repitieron con el PF-HIV-1 en presencia de E1P8, E1P8-12, E1P8-13
y E1P8-21 en una relacién molar PF-HIV-1: E1 GBV-C (1:2). La Figura 48 muestra
imagenes de microscopia del efecto producido por las diferentes mezclas en monocapas de
DPPG. Sorprendentemente, el comportamiento de los cuatro péptidos es comparable para
las cuatro combinaciones. Todos ellos parecen anular el efecto claro de PF-HIV-1 en la
transicion de fase de DPPG, y muestran dominios con formas y tamafios similares a los
observados en monocapas DPPG puro. La presencia de PF-HIV-1 también altera el

comportamiento de EP8-12 y E1P8-13. Cuando se afladen estos péptidos a la monocapa
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junto con el PF-HIV-1, las imagenes obtenidas muestran dominios con geometria y
distribucion similar a DPPG puro, en contraste con las formas y la distribucioén observada
cuando los dos péptidos se incluyen en la monocapa de DPPG.

Aungue el comportamiento observado para las diferentes combinaciones de péptidos no se
puede explicar como una total exclusion de PF-HIV-1 de la monocapa, es posible que la
presencia simultdnea de PF-HIV-1y los derivados de péptidos de E1P8 induzca un cambio
en la forma en que PF-HIV-1 interactla con la monocapa. Los resultados muestran que el
péptido E1P8 y sus analogos parecen afectar de la misma manera y en el mismo grado la
interaccion PF-HIV-1/DPPG, aunque en la mezcla péptido/lipido interaccionan cada uno de

ellos de manera diferente con las monocapas lipidicas.

2.9 Estudio de interaccion de los péptidos derivados E1P8, E1P8-7, E1P8-12,
E1P8-13 y E1P8-21 del GBV-C con el PF-HIV-1 mediante el método de
centrifugacion

Este estudio se realizo en el Departamento de Ciencia de los Materiales de la Universidad
John Hopkins en Baltimore en el grupo de la Dra K. Hristova, durante mi estancia
predoctoral realizada gracias a la colaboracion existente entre el grupo de la Dr K. Hristova
y el USIBAP.

Con este método, en primer lugar, se cuantifico la union del PF-HIV-1 con liposomas como
modelo de membrana lipidica. Posteriormente, se analizé la capacidad del péptido E1P8 y
de sus derivados E1P8-7, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21 de inhibir la unién del PF-HIV-1 a
los liposomas. El experimento consistié en la separacion, mediante centrifugacion, de la
fraccién de péptido unida a los liposomas de la parte no unida con el fin de calcular el

coeficiente de particion molar del PF-HIV-1.

La dificultad de este método es que, al ser muy parecidas las densidades de los lipidos y del

agua, no es sencillo sedimentar las vesiculas con una centrifugacion normal. Por eso se
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utilizaron lipidos bromados de fosfocolina (Br-PC), que con una densidad de 1,2 g cm™

precipitan con facilidad mediante centrifugacion [223].

Considerando que el PF-HIV-1 se une mas eficazmente con lipidos cargados negativamente
[176], para asegurar la union lipido-péptido y la sedimentacién de los liposomas después de
la centrifugacidn, se utilizé una mezcla POPG:BrPC 20:80 para el ensayo, tal y como se

habia publicado en otro trabajo [108].
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Figura 49: Porcentaje de liberacién de contenidos vesiculares de liposomas POPG/BrPC (20:80)
inducida por el PF-HIV-1 a diferentes concentraciones de péptidos.

Se comprobd que el PF-HIV-1 interaccionaba con la mezcla POPG: Br-PC mediante el
ensayo de liberacion de los contenidos vesiculares. Se prepararon liposomas unilamelares de
POPG:Br-PC (20:80) con ANTS y DPX encapsuladas en su interior. Se preincub6 el
péptido de fusién, a diferentes concentraciones molares, con los LUVs (0,565 mM) durante
15 minutos, y posteriormente se midié la fluorescencia emitida por la sonda ANTS (520

nm) antes y después la adicién del PF-HIV-1. Aplicando la ecuacion (4) descrita
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anteriormente, como se muestra en la Figura 49, resulté que el PF-HIV-1, ya a partir de 20
MM, provocaba mas del 50% de liberacién del contenido vesicular.

A continuacion se incubaron los liposomas de POPG-Br-PC con los péptidos solos y con la
mezcla del PF-HIV-1y el E1P8 y sus analogos (1:1).

Antes de la centrifugacion, se analiz6 la cantidad inicial de los péptidos por HPLC. Este
valor representaba la concentracion total de péptido que podia unirse a los LUVS (Piota)-
Para cuantificar la concentracion de péptido que no se uni6 a los liposomas (Piipre) €l
sobrenadante obtenido después de la centrifugacion se analiz6 por HPLC en las mismas

condiciones analiticas. Cada medida se realizé por triplicado.

Se calculd el coeficiente de particion Ky siguiendo la ecuacion (28):

[Pltot — [Pliipre/[L]
[Pliipre/ W]

ky =

(28)

Donde [Plwota Y [Plibres SON las concentraciones de péptido medidas, respectivamente, antes y

después la centrifugacién, [L] y [W] son la concentracion molar del lipido y del agua [223].

El valor de coeficiente de reparticion molar de la secuencia peptidica derivada E1P8-13
resulté negativo, debido a errores experimentales, por eso no se tuvo en cuenta en este

ensayo.

Los resultados se muestran en la Tabla 14. El coeficiente de reparticion molar
correspondiente al analisis muestra que la mezcla equimolar de las secuencias E1P8-7/PF-
HIV-1y E1P8-21/PF-HIV-1 es mayor que el coeficiente de reparticion obtenido al analizar
los correspondientes andlogos E1P8-7 y E1P8-21 solos. Respecto a la secuencia nativa

E1P8, los coeficientes de reparticion molares obtenidos, al analizar el péptido solo o en la
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mezcla equimolares con el PF-HIV-1 son iguales. El valor de coeficiente de reparticion del

PF-HIV-1, en ausencia y en presencia de los derivados E1P8 no cambia significativamente.

Tabla 14: Coeficiente de reparticion molar de los derivados de la proteina E1 y del PF-HIV-1

cuando estan separados y en la mezcla equimolar de los péptidos.

Kx (E1 GBV-C) Kx (PF-HIV-1)
E1P8 1,1x10°
E1P8+PF-HIV-1 1,1x10° 6,8 x 10°
E1P8-7 2,6 x 10°
E1P8-7+PF-HIV-1  |4,4x10° 3,3x10°
E1P8-12 4,3x10°
E1P8-12+PF-HIV-1 |2,7x 10° 3,7 x 10°
E1P8-13 ND?
E1P8-13+PF-HIV-1 |ND ND
E1P8-21 1,5x10°
E1P8-21+PF-HIV-1 |2,3x10° 1,7 x 10’
PF-HIV-1 3,9 x 10°

% No determinado.

Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que a la concentracién de analogos utilizada,

ningun péptido inhibe la unién de PF-HIV-1 a los LUVs.
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2.10 Estudio de interaccion de los péptidos derivados E1P8, E1P8-7, E1P8-12,
E1P8-13 y E1P8-21 del GBV-C con el PF-HIV-1 mediante dicroismo circular
(CD)

La técnica de dicroismo circular es una técnica espectroscopica no destructiva destinada al
analisis conformacional de moléculas épticamente activas. Representa una de las técnicas
mas sensibles para la determinacion de la conformacion de las biomoléculas y la
monitorizacion de los cambios estructurales que se producen. A pesar de que se trata de un
método empirico, permite interpretar directamente los cambios en la estructura secundaria
de un péptido o de una proteina.

En la presente tesis doctoral, se llevé a cabo un estudio conformacional de los péptidos
mediante DC con la finalidad de analizar la capacidad del E1P8 del GBV-C y sus analogos
E1P8-7, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21 de inducir cambios conformacionales en el PF-HIV-
1. Para ello se estudid, en primer lugar la estructura secundaria de los péptidos por separado
en medio acuoso y, en segundo lugar, la conformacion de mezclas a diferentes relaciones

molares del PF-HIV-1y los péptidos derivados del E1P8.

2.10.1 Estudio conformacional de los péptidos en medio acuoso

En general, un determinado fragmento peptidico en el contexto de la estructura terciaria de
una proteina adopta una estructura secundaria estabilizada por interacciones que se
establecen en el mismo fragmento y por otras interacciones en las que participa el resto de la
molécula nativa. En este sentido, no es extrafio que un péptido no presente habitualmente

una estructura secundaria muy definida en solucién acuosa.

Los péptidos ensayados, al ser hidréfobos, presentaban problemas de solubilizacion en
tampdn acuoso. Para resolver este problema se disolvieron en primer lugar en 10% ACN y

después se ajustd su concentraciéon a 50 UM en tampo6n de PBS 10 mM pH 7,4.
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— PF-HIV-1
— E1P8
E1P8-7
— E1P8-12
— E1P8-13
E1P8-21

[ERN
o
1

o

[©]/10%deg.cm?.dmol*
5

Longitud de onda

Figura 50: Espectro de CD obtenidos a 50 uM de PF-HIV-1, E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21.

La Figura 50 muestra los espectros de DC de los péptidos en solucidn acuosa de PBS. El
espectro de PF-HIV-1 se caracteriza por presentar una banda negativa con absorcion
maxima a 218 nm, la cual podria ser atribuida a una estructura de tipo B [101] debida,
probablemente, a la tendencia del péptido a agregar en sistemas acuosos dada su naturaleza

hidrofobica.

El péptido E1P8, como ya se habia analizado previamente [109], presenta un espectro con
una banda negativa alrededor de 200 nm y otra muy débil sobre los 230 nm, indicativa de
una conformacion aperiddica o flexible, también conocida como random coil. Los espectros
de DC de los péptidos derivados ensayados (E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21) presentaron el
mismo perfil de la secuencia original. Por otro lado, el péptido E1P8-7 se caracteriz por
presentar un espectro con una banda positiva a 200 nm y una negativa alrededor de 220 nm

tipica de una estructura de giro f.
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2.10.2 Estudio conformacional de las mezclas del PF-HIV-1 y los péptidos
E1P8, E1P8-7, E1P8-12, E1P8-13y E1P8-21

En este ensayo se estudiaron los espectros experimental de CD de las mezclas de PF-HIV-1
con E1P8, E1P8-7, E1P8-12, E1P8-13 y E1P8-21 a diferentes relaciones molares en medio
acuoso (E1 GBV-C/PF-HIV-1; a relaciones molares 0,5:1, 1:1 y 1:2). Para ello, se
preincubaron los péptidos en DMSO durante 30 minutos, se liofilizaron y se disolvieron en
10% de ACN-tampdén PBS. Seguidamente, se procedi6 a realizar las medidas
experimentales de DC.

Los espectros experimentales obtenidos de la mezcla de PF-HIV-1, E1P8 y sus analogos
fueron diferentes a los tedricos obtenidos tras considerar la suma de los espectros

experimentales de cada uno de los péptidos por separado.

— PF-HIV-1

— E1P8

...... E1P8+PF-HIV-1,50,
E1P8+PF-HIV-1 0,5/1

— E1P8+PF-HIV-1 1/1

— E1P8+PF-HIV-1 2/1
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Figura 51: Espectros de CD obtenidos a 50 uM de PF-HIV-1 y E1P8, y la mezcla de los péptidos a
diferentes fracciones molares del E1P8. Espectro tedrico del CD calculado a partir de la suma de los
espectros de cada uno por separado.
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Todos los espectros teodricos (Figura 51 y Anexo 4), a excepcion de la mezcla con el E1P8-
7, presentan bandas negativas de intensidad parecida (una entre 200-210 nm y otra alrededor
de 222 nm) que se asocian a conformaciones de tipo a. El espectro tedrico de la mezcla
E1P8-7 y PF-HIV-1 con una banda negativa a 220 nm y una positiva a 200 nm sugiere una

estructura secundaria definida de giro .

Las mezclas de los derivados de E1P8 y PF-HIV-1 no muestran una estructura secundaria
definida. En general, en presencia de las mezclas de los analogos E1P8/PF-HIV-1 se
observa una banda negativa a 200 nm y otra menos intensa entre 220-230 nm (estructura
random coil). La Unica mezcla que se comporta de manera diferente es la mezcla E1P8-
21/PF-HIV-1 a la relacion molar de 0,5, en donde se observan dos bandas intensas negativas

una entre 200-210 nmy otra a 222 nm, que podrian indicar una conformacion tipo hélice a.

A partir de los espectros del DC de los péptidos y sus mezclas con el PF-HIV-1, se

obtuvieron los valores de a-hélice a 222 nm considerandose a partir de la ecuacién (29).

[9222]
[—39500(1-—3%5)]

% helicea =

(29)

Siendo 0, la elipticidad a 222 nm, n el numero de aminoacidos y 39500 la elipticidad
molar por residuo que presentaria un péptido de longitud infinita totalmente helicoidal, 2,75
una constante que depende de la longitud de onda [171]. Los valores del porcentaje de

hélice o se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15: Valores en porcentaje del contenido de a-hélice de PF-HIV-1, E1P8, E1P8-12, E1P8-13 y
E1P8-21, y de las mezclas de los péptidos derivados E1P8 y PF-HIV-1 a diferentes relaciones

molares.
Péptidos Relacion E1 GBV-C/PF-HIV-1 % a-Hélice
PF-HIV-1 1 11
1 5,17
E1P8 cl)ill z:g
2N 2,88
1 8,63
E1P8-7 05 49
1 46
2/1 3,0
1 7,47
E1P8-12 2}?1 ::‘1“73
2/1 3,47
1 7,86
E1P8-13 050 548
11 3,53
21 3,09
1 6,57
E1P8-21 0,5/1 15,20
n 3,93
21n 4,07
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Los resultados muestran que la mezcla del PF-HIV-1y los péptidos E1P8, E1P8-7, E1P8-12
y E1P8-13 reducen el porcentaje de elipticidad a 222 nm. Por el contrario, la mezcla E1P8-
21/PF-HIV-1 a la relacion molar 0,5 muestra un aumento de a-hélice, indicando un evidente
cambio de conformacion de los dos péptidos cuando se encuentran juntos. Estas variaciones
de elipticidad sugieren una interaccion de los analogos E1P8 con el PF-HIV-1 lo que evita

la agregacion del PF-HIV-1 cuando se encuentra en un medio de tamp6n acuoso.

2.11 Ensayo de fusion celular con péptidos potenciales inhibidores del PF-HIV-
1 derivados de la proteina E1 del GBV-C

Se analizé la capacidad del péptido ELP8 GBV-C y de sus 23 derivados de inhibir la fusién
celular mediada por la proteina de la envoltura del HIV-1 segln el procedimiento descrito
en materiales y métodos. El ensayo se realiz en el Servicio de Cultivos Celulares del
IQAC-CSIC de Barcelona.

Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos. Como control de fusion maxima se
coincubaron HelLa-env y TZM-bl en ausencia de péptidos (100% de formacion de sincitios).
Como control de la inhibicion de la fusion celular se coincubaron las células en presencia de
un inhibidor conocido de la entrada del HIV-1, el C34 [224] (240 nM), donado por el NIH
(AIDS Research and Reference Reagent Program) y el NIAID (Division of AIDS). Por otro
lado, se coincubaron las células en presencia de una concentracion de 200 uM de E1P8
GBV-C vy de sus 23 analogos. Se llevo a cabo la valoracion de la actividad p-galactosidasa
mediante la lectura de la placa en un espectrofluorimetro SpectraMax M5, siendo la luz
emitida proporcional al grado de fusion celular. En ausencia del péptido inhibidor C34 se
observé la formacion de grandes sincitios indicando fusién celular, mientras en presencia de

C34 la fusion celular se redujo al 90% (Figura 52).
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Figura 52: Comparacién de imagenes en el ensayo de fusion celular.

En la Tabla 16 se muestran los resultados de inhibicion celular de los péptidos. El péptido
E1P8 muestra una inhibicién de fusion celular del 80%. En el caso de los analogos, estos
muestran un porcentaje de inhibicion menor del 20% respecto al E1P8, por lo que los
aminoacidos que se han sustituido se consideran esenciales para su actividad. De igual
forma los analogos en que se ha cambiado la carga muestran una inhibicién de la fusién
menor que la secuencia nativa. Por el contrario los analogos en que se han sustituido los
aminoacidos y/o cambiado la carga que muestran un porcentaje de inhibicién igual o menor
hasta el 15% que el E1P8, se consideraron como no fundamentales para la actividad del
péptido, y son: E1P8-3, E1P8-5, E1P8-6, E1P8-8, E1P8-11 y E1P8-23. Para estos péptidos
se ha calculado la 1C50. Siendo la IC50 (Inhibitory Concentration 50) la concentracion de
péptido capaz de inhibir un 50% la fusion celular. Para ellos, se coincubaron las células en
presencia de concentraciones crecientes de E1P8, E1P8-3, E1P8-5, E1P8-6, E1P8-8 y E1P8-
11, y se calcul6 la IC50, ajustando los datos a una regresion no lineal (sigmoidal-dosis
respuesta) con el programa GraphPad® (V5 Prism). Como se muestra en la Tabla 16 solo los
péptidos E1P8-3 y E1P8-5 presentaron una IC50 inferior que el E1P8.

Los resultados indican que cada aminoacido presente en la secuencia peptidica E1P8 tiene

un papel importante en la actividad del péptido. Preferentemente, los aminocidos D y G en
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posicion 25 y 27 (E1P8-3 y E1P8-5) parecen no disminuir la capacidad del péptido de

inhibir la fusion celular mediada por el gp4l, si no que muestran una mejor actividad

inhibitoria de fusion celular y una menor 1C50 que la secuencia wild type E1P8. También la

carga neta negativa (2- ) parece ser importante para la actividad del E1P8, ya que la

eliminacion de la carga negativa (E1P8-21) o la introduccion de la carga positiva (E1P8-22

y E1P8-23) causa una significativa disminucion de la actividad peptidica.

Tabla 16: Carga neta de los derivados E1P8 del GBV-C, actividad inhibitoria de los péptidos de la
fusién celular mediada por la proteina gp41l y ICsq (Inhibitory Concentration 50).

Carga  %lnhib. Fusion
Péptido Secuencia 1Cs0 (UM)
neta (200 pM)

E1P8 APEDIGFCLEGGCLVALG 2- 80 128,1+8,7
E1P8-1 AAEDIGFCLEGGCLVALG 2- 15 ND*
E1P8-2 APADIGFCLEGGCLVALG 1- 16 ND
E1P8-3 APEAIGFCLEGGCLVALG 1- 92 85,4452
E1P8-4 APEDAGFCLEGGCLVALG 2- 22 ND
E1P8-5 APEDIAFCLEGGCLVALG 2- 91 94,8+4,3
E1P8-6 APEDIGACLEGGCLVALG 2- 84 140,6+6,7
E1P8-7 APEDIGFALEGGCLVALG 2- 34 ND
E1P8-8 APEDIGFCAEGGCLVALG 2- 75 160,1+9,3
E1P8-9 APEDIGFCLAGGCLVALG 1- 22 ND
E1P8-10 APEDIGFCLEAGCLVALG 2- 48 ND
E1P8-11 APEDIGFCLEGACLVALG 2- 61 197,2+2,2
E1P8-12 APEDIGFCLEGGALVALG 2- 34 ND
E1P8-13 APEDIGFCLEGGCAVALG 2- 38 ND
E1P8-14 APEDIGFCLEGGCLAALG 2- 29 ND
E1P8-15 APEDIGFCLEGGCLVAAG 2- 44 ND
E1P8-16 APEDIGFCLEGGCLVALA 2- 38 ND
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. ) Carga  %lnhib. Fusion
Péptido Secuencia 1Cs0 (UM)
neta (200 pM)
E1P8-17 APQDIGFCLEGGCLVALG 1- 50 ND
E1P8-18 APENIGFCLEGGCLVALG 1- 37 ND
E1P8-19 APEDIGFCLQGGCLVALG 1- 44 ND
E1P8-20 APQNIGFCLQGGCLVALG 1+ 0 ND
E1P8-21 APRDIGFCLEGGCLVALG 0 59 ND
E1P8-22 APRRIGFCLEGGCLVALG 2+ 27 ND
E1P8-23 APRRIGFCLRGGCLVALG 4+ 40 ND

# ND no determinado.
C34 (240 nM) 90% inhibicion de fusion célula-célula.

2.12 Ensayo de susceptibilidad del HIV-1 a los péptidos potencialmente
inhibidores del PF-HIV-1 derivados de la proteina E1 del GBV-C

En este ensayo se analiz6 la capacidad de los andlogos E1P8 de inhibir la infeccion de
células TZM-bl por la cepa NL4-3 del virus HIV-1. El ensayo se realizo en el Servicio de

enfermedades infecciosas del Hospital Clinico.

Las células TZM-bl se cultivaron en placas de 96 pocillos. Como control negativo de la
infeccion se cultivaron las células en ausencia de péptido. Como control positivo del ensayo,
se realizaron ensayos de susceptibilidad a inhibidores conocidos de la entrada del HIV-1,

como el péptido C34.

Se calcularon los porcentajes de infectividad e inhibicion, asi como la IC50 (concentracion
de péptido capaz de inhibir la infeccidn en el 50% de los cultivos) de cada péptido. El
calculo de la 1C50 se realiz6 mediante regresion no lineal (sigmoidal-dosis respuesta) con el

programa GraphPad® (V5 Prism).

Aunque, el péptido E1P8 inhibid la infeccion inducida por el HIV-1 con una IC50 de 150

MM, ningln andlogo mostré inhibicion de la replicacion in vitro del HIV-1.
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Por lo tanto, se puede concluir que ningin andlogo del E1P8 presenta mejor actividad
respecto a la secuencia original, ya que los que interaccionan con el PF-HIV-1 en los
ensayos biofisicos, o que inhiben la gp41 en los ensayos de fusién celular, no presentan
actividad inhibitoria de la infeccion in vitro de células TZM-bl inducida por el HIV-1. Por
consiguiente, tanto la estructura primaria del péptido como su carga neta son esenciales para

su capacidad inhibitoria de la entrada del virus HIV-1 en la célula huésped.

A partir de estos resultados se han planteado otras modificaciones del péptidos E1P8 como
es la derivatizacion lipofilica del péptido o su ciclacion mediante un puente disulfuro entre
dos cisteinas en posiciones 29 y 34. Estos nuevos analogos se describen en el siguiente

capitulo.
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