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Con el fin de analizar el fendémeno de la adsorcion fisica de un péptido sobre hidroxido de
aluminio, se sintetizaron dos series de analogos de una secuencia de 20 aminoacidos proveniente del
fragmento de 42 kD de la proteina MSP-1 de Plasmodium falciparum, sustituyendo cada una de las
posiciones por acido aspartico o por lisina. Los resultados de estas modificaciones no mostraron una
tendencia regular en la solubilidad o en la adsorcion de los analogos. En la serie de acido aspartico, el
péptido de mayor adsorcion es el correspondiente a la sustitucion de la posiciéon 6 y el de menor a la
posicion 5; sin embargo, no se observaron diferencias estructurales significativas entre estos dos
analogos. La disminucion de la adsorcion de los analogos de la serie de lisina respecto a la secuencia
original, indica que este fendmeno es dirigido principalmente por efectos electrostaticos.
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Abstract

Two analogue series of a peptide sequence from the 42 kD fragment of Plasmodium falciparum
MSP-1 protein were synthesized by systematically replacing each one of the positions by aspartic
acid or lysine to study the physical adsorption phenomenon. Such modifications showed a non-
regular tendency regarding solubility and adsorption data. The aspartic acid best adsorption data
was obtained by substituting aspartic acid in position 6, and the worst in position 5; however, no
significant structural differences were found between these analogue peptides. Decreasing adsorption
values in the lysine analogue series, indicate that adsorption into aluminium hydroxide is
predominantly guided by electrostatic effects.
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Introduccion

Los adyuvantes que contienen aluminio, fosfato e hi-
dréxido, son usados desde 1926 como adyuvantes en va-
cunas, demostrando ampliamente su seguridad; sin embargo,
el mecanismo de su actividad inmunoestimuladora ha sido
poco estudiado. Actualmente, son los tinicos aprobados para
formulaciones de uso humano y se considera que su activi-
dad esta relacionada con el grado de adsorcion del antigeno.
En las Gltimas décadas el grupo de Hem ha desarrollado un
excelente trabajo sobre la estructura y las condiciones para
la adsorcion de proteinas sobre estos adyuvantes (Serna,
1977, Hem, 1984; Shirodkar, 1990; Callahan, 1991;
Seeber, 1991-a,b; Al-Shakhshir, 1994, 1995-a,b), sefala-
ron que el hidroxido de aluminio usado en las vacunas es
un oxihidroxido de aluminio cristalino conocido como
boemita, y el fosfato de aluminio un hidroxifosfato de alu-
minio amorfo (Rinella, 1995). Las propiedades de estos
geles (tales como area superficial, carga superficial, com-
posiciéon quimica y estructura quimica) dependen en gran
medida de los procesos de produccion (Hem, 1995; Serna,
1978). Ademas, plantearon que las atracciones electrosta-
ticas e hidrofobicas y el intercambio de ligando represen-
taban los principales mecanismos responsables de la
adsorcion de antigenos en los adyuvantes que contienen
aluminio (Al-Shakhshir, 1995 a,b; Rinella, 1995).

Se ha planteado que conociendo el pl y el pH del antigeno
y del adyuvante, se podria predecir el grado de adsorcion
que tiene lugar cuando se preparan vacunas (Serna, 1977;
Seeber, 1991 b); sin embargo, el uso de estos valores puede
no ser tan eficaz al predecir las propiedades fisicas de una
vacuna completa (Matheis, 2002), pues muchos factores
pueden influir en el proceso fisicoquimico de adsorcion del
antigeno en la produccion de vacunas adsorbidas. Por ello,
ha surgido la necesidad de desarrollar nuevos disefios con el
fin de introducir vacunas combinadas; sin embargo, existen
vacios sobre los mecanismos de muchas de las interacciones
inmunologicas entre los componentes de estas vacunas. La
optima formulacion de vacunas multivalentes puede reque-
rir mas de un tipo de adyuvante de aluminio, (Serna, 1977,
Chang, 1997) y deben ser preparadas combinando los com-
ponentes adsorbidos individualmente, de tal forma que se
obtenga una suspension de la mezcla de adyuvantes
(Matheis, 2002). Este procedimiento genera, sin embargo,
interrogantes sobre el potencial de distribucién de los
antigenos y la adsorcion de aniones fosfato, asi como tam-
bién sobre la estabilidad del producto.

En este trabajo se sintetizaron dos series de péptidos ana-
logos a partir de la secuencia de un péptido ya registrado, de
secuencia EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE, del fragmento de
42 kD de la proteina MSP-1 (Espejo, 2001; Blackman,
1992). Las series se generaron al reemplazar sistematicamente

cada uno de los aminoacidos de la secuencia objeto por aci-
do aspartico (Asp, D) o por lisina (Lys, K). La solubilidad y
la adsorcion sobre hidroxido de aluminio fueron analizadas
para cada uno de los péptidos analogos obtenidos en ambas
series, y no se encontrd correlacion entre ellas. La serie de
analogos de Asp mostré un considerable incremento en la
adsorcion, en especial los péptidos donde la Lys en la posi-
cion 6 (andlogo Asp-6) y la arginina de la posicion 13 (ana-
logo Asp-13) fueron reemplazados por acido aspartico. La
solubilidad del analogo Asp-5, en donde se remplazo la Leu
de la posicion 5, fue mayor que la del anadlogo Asp-6; sin
embargo, el analogo Asp-6 mostro los mejores resultados en
el ensayo de adsorcion, mientras que al andlogo Asp-5 no
mostr6 una apreciable adsorcion en las mismas condiciones
del ensayo. El analisis estructural por dicroismo circular (CD)
no revelo diferencias estructurales significativas entre estos
dos analogos. Estos resultados sugieren que la carga
electrostatica local es la responsable de este comportamiento.

Materiales y métodos

Sintesis de las series de péptidos andalogos. Con base en
la secuencia del péptido 1585, EVLYLKPLAGVYR-
SLKKQLE, del fragmento de 42 kD de la proteina MSP-1 de
malaria, se disefiaron dos series de péptidos reemplazando
cada una de las posiciones en la secuencia original por Asp
(D) enun caso y por Lys (K) en otro caso. La Tabla 1 muestra
las dos series de péptidos analogos obtenidas. El péptido
1585 y los correspondientes analogos de las serie de Asp y
de Lys fueron sintetizados usando la metodologia de sinte-
sis de péptidos en fase sdlida por la estrategia t-Boc
(Merrifield, 1963; Houghten, 1985). Los péptidos crudos
obtenidos fueron purificados por cromatografia liquida de
alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) usando una co-
lumna semipreparativa Vydac 218TP1022. La pureza de los
péptidos fue verificada por RP-HPLC en una columna anali-
tica Lichrosorb C18 (MERCK) usando un gradiente de 0%-
70% B durante 30 minutos. El solvente A era 0.05% TFA en
aguay el solvente B era 0.05% TFA en acetonitrilo. La masa
molecular de los productos fue determinada en un
espectrometro de masas Bruker Protein MALDI-TOF.

Ensayo de solubilidad. La solubilidad de los péptidos
analogos fue determinada por saturacion de 1 mL de solu-
cion salina al 0.9% a 25°C y pH 7.0+0.1. El péptido di-
suelto fue medido en un espectrofotometro Multicelda
Labsystem Spectrofotometer usando acido bicinconinico
(Pierce) para analisis de proteinas (Smith, 1985; Wiechel-
men, 1988; Brown, 1989) siguiendo el protocolo estandar
y construyendo curvas de calibracion para cada uno de
los péptidos analogos.

Adsorcion. El tiempo de equilibrio para la adsorcion del
péptido 1585 sobre hidroxido de aluminio fue determinado
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Tabla 1. Péptidos analogos sintetizados del péptido 1585 por la
substitucion sistematica con acido aspartico (Asp, D) o con lisina
(Lys, K) de cada uno de los aminoacidos de la secuencia original.

PEPTIDO SECUENCIA
1585 EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Asp-1 DVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Asp-2 EDLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Asp-3 EVDYLKPLAGVYRSLKKQLE
Asp-4 EVLDLKPLAGVYRSLKKQLE
Asp-5 EVLYDKPLAGVYRSLKKQLE
Asp-6 EVLYLDPLAGVYRSLKKQLE
Asp-7 EVLYLKDLAGVYRSLKKQLE
Asp-8 EVLYLKPDAGVYRSLKKQLE
Asp-9 EVLYLKPLDGVYRSLKKQLE
Asp-10 EVLYLKPLADVYRSLKKQLE
Asp-11 EVLYLKPLAGDYRSLKKQLE
Asp-12 EVLYLKPLAGVDRSLKKQLE
Asp-13 EVLYLKPLAGVYDSLKKQLE
Asp-14 EVLYLKPLAGVYRDLKKQLE
Asp-15 EVLYLKPLAGVYRSDKKQLE
Asp-16 EVLYLKPLAGVYRSLDKQLE
Asp-17 EVLYLKPLAGVYRSLKDQLE
Asp-18 EVLYLKPLAGVYRSLKKDLE
Asp-19 EVLYLKPLAGVYRSLKKQDE
Asp-20 EVLYLKPLAGVYRSLKKQLD
Lys-1 KVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-2 EKLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-3 EVKYLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-4 EVLKLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-5 EVLYKKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-6 EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-7 EVLYLKKLAGVYRSLKKQLE
Lys-8 EVLYLKPKAGVYRSLKKQLE
Lys-9 EVLYLKPLKGVYRSLKKQLE
Lys-10 EVLYLKPLAKVYRSLKKQLE
Lys-11 EVLYLKPLAGKYRSLKKQLE
Lys-12 EVLYLKPLAGVKRSLKKQLE
Lys-13 EVLYLKPLAGVYKSLKKQLE
Lys-14 EVLYLKPLAGVYRKLKKQLE
Lys-15 EVLYLKPLAGVYRSKKKQLE
Lys-16 EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-17 EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
Lys-18 EVLYLKPLAGVYRSLKKKLE
Lys-19 EVLYLKPLAGVYRSLKKQKE
Lys-20 EVLYLKPLAGVYRSLKKQLK

con 12 muestras de concentracion 4 mg de péptido por mL
de solucion de NaCl al 0.9% y pH 7.0+£0.1. La suspension
acuosa de hidréxido de aluminio (ALHYDROGEL) se ana-
di6 a cada una de las muestras de péptido en cantidad equi-
valente a 1.6 mg Al/mL (W.H.O., 1976), a una temperatura
constante de 273 K. Las mezclas obtenidas se agitaron sua-
vemente a 150 rpm durante el periodo de tiempo que dur6 el
experimento. Inicialmente se tomaron muestras cada 10 min,
durante la primera hora del ensayo y, posteriormente, cada
hora hasta completar 6 horas, para evaluar la adsorcion con
respecto al tiempo. Las muestras fueron centrifugadas a 8,000
rpm y filtradas a través de una membrana de 0.22 pm para
determinar la concentracion del péptido antes y después del
proceso de adsorcion, usando acido bicinconinico (BCA),

tal como se describid en el ensayo de solubilidad. La canti-
dad adsorbida se determin6 en mmol/mg de Aluminio, por la
diferencia entre las concentraciones del péptido antes y des-
pués del proceso de adsorcion.

El ensayo de adsorcion para las dos series se llevo a
cabo a las condiciones descritas, agitando las mezclas a
273 K por 30 min en un agitador helicoidal. Las isotermas
de adsorcion fueron graficadas a concentraciones de
péptido en un rango entre 0.0 y 3.2 mmol/mL en NaCl al
0.9%, 273 K y pH 7.0+0.1. Cada muestra contenia una
cantidad de adsorbente equivalente a 1.6 mg Al/mL. Can-
tidades conocidas de péptido andlogo y de hidréxido de
aluminio fueron mezcladas y agitadas por 30 min. Luego
de centrifugadas, se determin6 la concentracion de pro-
teina en el sobrenadante siguiendo el procedimiento des-
crito anteriormente. La cantidad de péptido adsorbido se
determiné por la diferencia en concentracion en la solu-
cion antes y después del proceso de adsorcion. La canti-
dad de péptido adsorbido por unidad de area superficial
de adsorbente se ubico graficamente contra la concentra-
cion de péptido en solucion después del paso de adsorcion.

Dicroismo circular (DC). Para ¢l ensayo se tomaron
volimenes de 500 UL de muestra de péptido a una con-
centracion de 0.1 mM en una mezcla de TFE-H20 (3: 7).
Los espectros fueron tomados en un espectropolarimetro
JASCO J720, entre 190 y 260 nm.

Resultados y discusion

Analisis de los Péptidos. El anélisis de los péptidos,
después de la purificacion, mostré un solo pico por RP-
HPLC analitico, indicando una buena pureza, tal como se
ilustra para los péptidos analogos Asp-5 y Asp-6 (Figura
1A y 1B). La masa molecular observada en el espectro-
metro de masas MALDI-TOF esta en concordancia con
los valores tedricos esperados. Los valores obtenidos (PM
calculado; PM experimental) para los analogos Asp-5
(2,349.9; 2,354.1) y Asp-6 (2,334.9; 2,335.7) se muestran
en la Figura 1 (Figura 1C y 1D).

Los espectros de dicroismo circular (DC) presentaron
dos minimos en 209 y 222 nm para todos los péptidos ana-
logos de las dos series analizadas indicando la existencia
de una estructura con tendencia helicoidal. En los analo-
gos de las dos series estudiadas no se observd diferencia
estructural significativa. Es interesante observar que los
analogos Asp-5 y Asp-6, que presentaron comportamientos
opuestos en adsorcion, muestran la misma tendencia es-
tructural hallada para el conjunto de analogos (Figura 1E).

Ensayo de solubilidad. El analisis global de los resulta-
dos de los péptidos de la serie de acido aspartico (Asp-1, Asp-
2, etc.) muestra que la substitucion produce una disminucion
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en la solubilidad con respecto a la del péptido 1585 tomado
como referencia (Figura 2A), y que los aminoacidos de la
secuencia original en las posiciones 6, 9, 16 y 17 son criticos
para este proceso. Sin embargo, no se pudo hallar correlacion
alguna entre la carga, el tamatfio o la polaridad del aminoacido
substituido y la tendencia decreciente en la solubilidad.

Los péptidos analogos de la serie de lisina (Figura 2B)
presentaron un comportamiento poco esperado, pues se
suponia que la sustitucién de un aminoacido hidrofébico
como Val (andlogos Lys-2 y Lys-11) o Leu (analogos Lys-
3,-5,-8,-15y-19) por un aminoacido cargado positiva-
mente como Lys, incrementaria de una manera apreciable
su solubilidad. Este efecto solo se cumplio para la valina,
pero no para la leucina.

Es interesante destacar que no siempre la substitucion
de un aminoacido hidrofébico como leucina o valina por
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Figura. 1. Caracterizacion de los péptidos analogos Asp-5 y Asp-6:

RP-HPLC analitica de los analogos (1-A y 1-B), en una columna

Lichrosorb RP-18 usando un gradiente de 0-70% ACN en 30 min;

espectros de masas (1-C y 1-D) tomados en un espectrémetro Bruker

Protein MALDI-TOF; espectros de dicroismo circular (1-E), tomados
en un espectropolarimetro JASCO J720.

uno hidrofilico como lo es la lisina, produce un incre-
mento en la solubilidad del péptido, ya que en cada caso,
es necesario tener en cuenta la masa molecular, la posi-
cidn del substituyente y las interacciones entre las cargas
de grupos vecinos, donde pueden ocurrir atracciones o
repulsiones que inducen efectos en la estructura y en las
interacciones intermoleculares. En estas condiciones la
falta de tendencia en la solubilidad est4 relacionada con
la naturaleza del microambiente generado en cada substi-
tucidn que es caracteristico y es especifico y que provoca
modificaciones en el comportamiento fisicoquimico del
péptido frente al medio de disolucioén.

Es bien conocido el caso en el cual tres o cuatro molé-
culas con caracteristicas estructurales helicoidales se agru-
pan por la interaccion de residuos de leucina y valina, en
la posiciones i, i+3. En nuestro caso particular, pareciera
que las leucinas en las posiciones 3 y 5 estuvieran
interactuando para formar y estabilizar grupos polimé-
ricos, los cuales se romperian cuando substituyen dichas
leucinas por residuos cargados tales como acido aspartico
y lisina. El comportamiento de los otros péptidos analo-
gos, en donde se substituye valina y leucina en otras po-
siciones, se explicaria analizando el microambiente
generado, tal como se enuncid anteriormente.

Ensayo de adsorcion. Para determinar el tiempo de
equilibrio del proceso de adsorcion del péptido 1585 de
referencia (EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE), se cuantificé
la adsorcion en funcion del tiempo (Figura 3); de los
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Figura 2. Ensayo de solubilidad de las dos series de andlogos en

0.9% NaCl a pH 7+ 0.1 y 298 K. En la parte inferior (eje de abcisas)

aparece el aminoacido que ha sido reemplazado por Lys (K) o Asp

(D) y su posicion en la secuencia de original, para cada uno de los
péptidos analogos.
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valores obtenidos se deduce que el proceso de adsorcion
fue rapido y alcanzé un valor maximo de concentracion
de 0.28 mmol/mg aluminio a los 30 min. Este tiempo fue
tomado como estandar para los experimentos de adsorcion
del resto de los péptidos estudiados en las dos series.

Los resultados de la adsorcion de los péptidos analo-
gos de la serie de acido aspartico, sobre hidroxido de alu-
minio, muestran que la sustitucion de la lisina en la posicion
seis (analogo Asp-6) produce un incremento notable en el
valor de su adsorcion (Figura 4A); el mismo comporta-
miento, aunque en menor proporcion, se observd cuando
se sustituy6 la arginina en la posicion 13 (analogo Asp-
13). No fue posible determinar la adsorcion de los péptidos
analogos donde se reemplazo la lisina en las posiciones 16
y 17 por acido aspartico (analogos Asp-16 y -17) porque
presentaron una solubilidad muy baja (Figura 4A); sin
embargo, se presume que la adsorcion de estos péptidos
sobre hidroxido de aluminio también debe estar goberna-
da predominantemente por efectos electrostaticos.

La adsorcion de los péptidos de la serie de andlogos
de lisina fue disefiada como control negativo y mostrd
concordancia con lo esperado, por la repulsion que debia
existir entre el hidroxido de aluminio y los péptidos car-
gados ambos positivamente (Figura 4B).

Para realizar un analisis mas detallado del proceso de
adsorcion, se escogieron los andlogos Asp-6 y Asp-5de la
serie de acido aspartico que presentan el maximo y el
minimo valor de adsorcidn, respectivamente. Se determi-
n6 adsorcion en funcion de la concentracion de la solu-
cion de péptido, como se ilustra en las isotermas de la
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Figura 3. Grafica del tiempo de equilibrio para la Adsorcion del
péptido 1585 de referencia sobre hidroxido de aluminio.

Figura 5; los resultados indican que la adsorcion del
péptido sobre hidroxido de aluminio es compleja y no se
puede interpretar en todo el rango de concentraciones
estudiadas con la isoterma de Langmuir (Martin, 1983).
Es posible que el fendmeno de adsorcion esté conforma-
do por dos tipos independientes: el primero sobre el hi-
dréxido de aluminio para conformar la monocapa y, a
concentraciones mayores, la formacion de una segunda
capa sobre la monocapa adsorbida.

Conclusiones

Los valores aleatorios en los resultados para la
solubilidad y la adsorcion en las dos series de péptidos
analogos estudiados sugieren que no hay una tendencia
regular relacionada con las substituciones de aminoacidos
realizadas. Adicionalmente, se encontrdé que no hay co-
rrelacion entre los datos encontrados de solubilidad y
adsorcion. El analisis structural por dicroismo circular
mostré que no habia diferencias significativas entre los
péptidos andlogos Asp-6 (de maxima adsorcidon) y Asp-5
(muy baja adsorcion). Estos péptidos analogos no siguie-
ron el patron de adsorcion asociado con la ecuacion de
Langmuir, en todo el rango de concentracion estudiado,
sugiriendo un mecanismo de adsorcion complejo. Los re-
sultados anteriores, el efecto extraordinario en la
adsorcion sobre hidroxido de aluminio al reemplazar la
lisina en la posicidn seis por acido aspartico y la disminu-
cion drastica en los valores de adsorcion en la serie de
analogos de lisina, indican que la adsorcién de estos
péptidos sobre hidroxido de aluminio esta gobernada pre-
dominantemente por efectos electrostaticos; sin embar-

(A) SERIE DE ACIDO ASPARTICO

(B) SERIE DE LISINA
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1585 TE ZV 3L 4Y SL SK 7P EL 9A 1OG 11\/ 12\( TSR 148 15L TSK 17K 18Q 19L ZOE
PEPTIDO 1585 Y SUS ANALOGOS

Figura 4. Adsorcion sobre hidroxido de aluminio de las dos series
de péptidos andlogos en 0.9% NaCl a pH 7+ 0.1 y 298 K.
*No Analizado
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Figura 5. Isoterma de Adsorcién de los péptidos Asp-5 y Asp-6
sobre hidroxido de aluminio en 0.9% NaCl a pH 7+ 0.5 y 298 K.

go, deben existir otros factores que afectan el proceso, tal
como lo demuestran los resultados opuestos encontrados
para los andlogos Asp-5 y Asp-6, que merecen estudios
posteriores enfocados en las superficies puntuales de con-
tacto, a través de la secuencia, en el complejo péptido-
hidroxido de aluminio.
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