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7.   Determinación de la estructura tridimensional e inmunogenicidad de péptidos 

(cHABPs y mHABPs), derivados de las proteínas SIAP y búsqueda de la relación 

entre la estructura 3D y su actividad inmunológica 

 

7.1.   Introducción 

 

Conforme a la información dada por la OMS respecto a la disminución en un 45% de la 

tasa de mortalidad por malaria a nivel global, atribuible a las medidas de prevención y 

control a nivel mundial debido a un mayor compromiso político y a la ampliación de fondos 

en el sector salud de los diferentes países (1). Sin embargo, la realidad es otra, cada día 

aumenta la población que está en riesgo de adquirir malaria por varias razones, entre las 

que se encuentran: desplazamiento de la población debido a la violencia, al calentamiento 

global y a la resistencia del parásito a los tratamientos existentes para tratar la 

enfermedad (1). Por lo anterior, y pese a los grandes avances que se han hecho en el 

control de la malaria, se hace necesario seguir en la búsqueda de alternativas para 

controlar la enfermedad y reducir en gran medida la mortalidad por malaria. 

 

Una de estas alternativas es el desarrollo de una vacuna eficaz, lo cual ha sido 

complicado debido a la alta complejidad del parásito y el pobre conocimiento que se tiene 

acerca de los blancos antigénicos de la inmunidad protectiva (4). 

 

En el contexto del diseño de nuevas vacunas contra la malaria la FIDIC ha venido 

desarrollando un proyecto de investigación que involucra la caracterización de antígenos 

del estadio exo-eritrocítico y sanguíneo del parásito, que incluye específicamente 

secuencias cortas involucradas en los procesos de unión e invasión a las células 

hospederas, con el fin de convertirlas en altamente inmunogénicas y usarlas en el 

desarrollo de una nueva vacuna eficaz (3, 8). En este camino, el presente estudio realizó 

la caracterización estructural de los péptidos de alta capacidad de unión de las proteínas 

SIAPs y de alguno(s) de sus péptidos modificados, que indujeron anticuerpos contra el 

Plasmodium en monos Aotus, determinando la existencia de una relación entre la 

estructura tridimensional que estos péptidos adoptaron con su actividad inmunológica. 
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7.2.   Proteínas Asociadas con la Invasión del Espo rozoíto -1 y 2 (Sporozoite 

Invasion-Associated Proteins -1 and -2 -SIAP-1 y -2 ) 

 

SIAP-1 es una proteína que tiene un peso molecular de 113 kDa con dominios 

transmembranales  y SIAP-2 con 45 kDa (Figure 39) codificadas por un solo exón, son 

expresadas predominantemente en la fase hepática del parásito y ambas por predicción 

contienen un péptido señal, lo que sugiere que pueden ser exportadas hacia la superficie 

del esporozoíto. La localización de estas dos proteínas fue deducida por ensayos de 

inmunofluorescencia realizados en esporozoítos de las glándulas salivares del mosquito, 

localizándose en la zona periférica del esporozoíto, similar a la disposición que presenta 

CSP, lo que sugiere la presencia de estas proteínas en la superficie del esporozoíto (122). 

Adicionalmente, el análisis por Western blot deja ver que SIAP-1 podría ser clivada 

proteolíticamente después de su exposición al hepatocito similar, a como sucede con 

AMA-1, CSP y TRAP (47, 122). 

 

                        
Figura 39. Representación esquemática de SIAP-1 y -2. En paréntesis se muestra el peso 

molecular y el largo de la barra es aproximadamente el número de aminoácidos de su secuencia. 

 

Proteínas ortólogas a SIAP-1 fueron encontradas en especies de Plasmodium que afectan 

a los roedores como P. berghei, P. chabaudi y P. yoelii, mientras que ortólogos para 

SIAP-2 fueron solo encontrados en los Plasmodium que afectan primates (P.vivax y P. 

knowlesi), lo que sugiere que SIAP-2 puede interactuar con componentes específicos de 

hepatocitos de primates (122). 

 

Por otro lado Engelmann y colaboradores (123) realizaron la interrupción selectiva del gen 

siap-1, revelando que no se afecta la formación del esporozoíto pero si su salida del 

oocito, al observarse la acumulación de esporozoítos en el oocito (en el intestino medio), 

al igual que el bajo número de parásitos en la hemolinfa y en las glándulas salivares de la 

hembra del Anopheles, lo que sugiere que SIAP-1 está involucrada en el “gliding” dentro 

SIAP-2 (45kDa)

1 984

SIAP-1 (113kDa)

Región conservada Región variablePéptido señal

1 388
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del mosquito lo cual está relacionado con la habilidad del parásito para invadir las 

glándulas salivales y la posterior infección del hospedero mamífero (123). Esto es 

confirmado cuando realizaron un ensayo, en el cual, ratas expuestas a la picadura de 

mosquitos infectados con esporozoítos que tenían SIAP-1 (“wild-type”) y esporozoítos sin 

SIAP-1, estas ratas fueron monitoreadas diariamente por extendidos de sangre para 

detectar la aparición de la infección en la etapa sanguínea, observando que todos los 

animales expuestos a esporozoítos “wild type” indujeron parasitemia, mientras que 

ninguna de las ratas expuestas a esporozoítos sin SIAP-1 mostraron infección en la etapa 

sanguina, fortaleciendo la idea que SIAP-1 juega un papel importante en la transmisión 

del esporozoíto al hospedero mamífero (123).  

 

En cuanto a su función, se realizaron ensayos de inhibición de la invasión utilizando 

anticuerpos contra SIAP-1 y SIAP-2, como resultado de este estudio se obtuvo, que estos 

anticuerpos fueron capaces de bloquear  la habilidad del parásito para atravesar las 

células hospederas (migración de los esporozoítos) y de bloquear la  invasión del parásito 

a las células hepáticas (122), sin embargo, ninguna de estas dos proteínas fueron 

detectadas en el estadio hepático, lo que indicaría que ellas se pierden o son eliminadas 

poco después del proceso de invasión (122). 

Siau y colaboradores en 2008 demostraron por medio de ensayos  que SIAP-1 y SIAP-2 

están participando en el “cell-traversal” de células HeLa y en la invasión a los hepatocitos 

(122), lo que hace a estas proteínas blancos interesantes para continuar estudiándolas 

con el fin de conocer su mecanismo de acción.  

 

En otro estudio Arévalo-Pinzón y colaboradores (124) identificaron ocho péptidos 

conservados con alta capacidad de unión (HABPs) a células HeLa y HepG2 (34874, 

34882, 34885, 34893, 34893, 34898, 34899, 34901, 34916) para la proteína SIAP-1 y un 

solo péptido (36879) que se une a las dos líneas celulares para la proteína SIAP-2. 

Adicionalmente, mostraron que estos cHABPs tienen de 900,000 a 3,500,000 de sitios de 

unión por célula y que todos presentan una cooperatividad positiva ya que mostraron 

coeficientes de Hill mayores que 1 (124).  

Estos cHABPs, derivados de las proteínas SIAP-1 y -2, mostraron tener alta afinidad por 

receptores que contienen sulfato de coindritina en las células HeLa y una combinación de 

este receptor con sulfato de heparina en las células HepG2 (124). Los mismos autores 
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realizaron el análisis de estos cHABPs por DC, observando que algunos muestran 

regiones α-helicales y otros son “random”.  

 
Adicionalmente, Arévalo-Pinzón (124) afirma que los HABPs encontrados pertenecientes 

a estas proteínas corresponden a regiones específicas las cuales reconocen y se unen a 

los receptores sobre la superficie de la célula, sugiriendo que estas moléculas son un 

blanco atractivo para bloquear interacciones parásito-hospedero. 

 

Por lo anterior, péptidos nativos de estas proteínas y alguno(s) de sus modificados fueron 

el objeto de caracterización estructural e inmunológica en este trabajo, por ser altamente 

susceptibles de ser incluidos en una vacuna antimalárica. 

 
 
7.3.   Resultados y Discusión 

 
De los péptidos previamente identificados como cHABPs por Arévalo-Pinzón y 

colaboradores en 2011 (124), se escogieron el 34874, 34893, 34898 y 34899 derivados 

de SIAP-1 y el 36879 proveniente de  SIAP-2. 

 
7.3.1.   Síntesis, purificación y caracterización d e los péptidos 

Proteínas SIAP-1 y SIAP-2 

 

Los péptidos 34874, 34893, 34898 y 34899 de SIAP-1 y 36879 derivado de SIAP-2 (Tabla 

15), fueron sintetizados por la metodología de síntesis en fase solida usando la estrategia 

t-Boc (64), obteniendo que el proceso de síntesis fue exitoso ya que los cromatogramas 

adquiridos por CLAE-FR analítica mostraron un pico mayoritario, los cuales por MALDI-

TOF corresponden al peso molecular esperado de los péptidos. Sin embargo, estos 

péptidos se purificaron para realizar el análisis por 1H-RMN, en la figura 40 a manera de 

ejemplo se observa el cromatograma y el espectro de masas del péptido 34893, los 

cuales muestran que el péptido esta puro por la presencia de un solo pico que 

corresponde al péptido sintetizado y purificado, ya que el peso molecular teórico (2358.00) 

es igual al obtenido experimentalmente (2357.25).  
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Tabla 15. Secuencias de los péptidos conservados de alta unión de SIAP-1 y -2 

sintetizados, caracterizados y purificados. 

 

                      

 

 

Figure 40. Caracterización del péptido purificado 34893.  a) Cromatograma obtenido por CLAE-FR. 

b) Espectro de masas obtenido por MALDI-TOF 

 

7.3.2.   Diseño de péptidos modificados 

Como se mencionó en el capítulo anterior, se tiene conocimiento que los péptidos 

conservados de alta unión a la célula hospedera no son inmunogenicos, ya que no 

inducen anticuerpos y tampoco inducen protección contra la enfermedad cuando son 

inoculados en el modelo animal (10), para cambiar su comportamiento inmunológico se 

deben hacer reemplazos de alguno(s) de los aminoácidos críticos, siguiendo las reglas 

reportadas por nuestro grupo en diferentes artículos (3, 8-10), las cuales están descritas 

en el capítulo anterior. Entonces, solo se diseñaron péptidos modificados a partir de 

34893 y 34899 de SIAP-1 y del 36879 de SIAP-2 cuyas secuencias se encuentran en la 

tabla 16; estos péptidos fueron sintetizados, purificados, caracterizados e inmunizados en 

el modelo animal mono Aotus. 

En cuanto a la síntesis, purificación y caracterización de los péptidos modificados se logró 

obtener el péptido deseado en cada caso, ya que en sus cromatogramas solo se observó 

Familia Péptido Secuencia
34874 NDRDINTHSVLPEVENVIERY
34893 KVQGLSYLLRRKNGTKHPVY
34898 VSAYAHDKNPAEDFAESMAT
34899 YVLNSKLLNSRSFDKFKWIQ

SIAP-2 36879  LLLYSTNSEDNLDISFGELQ

SIAP-1
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la presencia de una especie la cual por espectrometría de masas corresponde al peso 

molecular esperado.  

 

Tabla 16. Secuencias de los cHABPs y sus correspondientes mHABPs provenientes de 

las proteínas SIAP-1 y SIAP-2 

                             

 

 

7.3.3.   Determinación de la Estructura Tridimensio nal 

Como se mencionó en el capítulo anterior y en la sección  de metodología la 

determinación de la estructura 3D de los cHABPs y los mHABPs derivados de estas 

proteínas se realizó por dicroísmo circular,  por 1H-NMR y cálculo de estructura. 

En este capítulo también se usa el DC como un análisis previo para determinar si el 

péptido presenta algún tipo de estructura secundaria o son estructuras desordenadas, 

luego se procede a determinar esta estructura y la región de aminoácidos involucrados en 

dicha estructura por medio de 1H-NMR; vale la pena aclarar que se presentan casos que 

así el péptido tenga estructura secundaria predominante, no se pudo realizar el estudio 

por 1H-NMR debido a que algunos péptidos son insolubles en el solvente y en la 

concentración requerida para realizar dicho análisis. 

 

Proteína Péptido Secuencia
34893 K VQGLSYLLRRKNGTKHPVY

38160 KTQGHSYHLRRKNGTKHPVY

38162 KTQGHSYHLRRKNGVKHPVY

38894 KTQGHSLHLRRKNGVKHPVY

38896 KTQGHSLHLRRKNGDKHPVY

38898 KTQGHSLHLRRKNGSKHPVY

34899 YVLNSKLLNSRSFDKFKWIQ

38164 YVLNSKLLNDRSFDKFKWIQ

38166 YVLNSKLHNSRSFDKFKWIQ

38168 YVHNSKLHNDRSFDKFKWIQ

36879  LL LYSTNSEDNLDISFGELQ

38154       YST NSEDNLDIAFGELQLYE

38156   L HYSTI SQDNLDISFGELQ

38882   L HYSTI SVDNLDISFGELQ

38884 GLHYSTDSQPNLDISFGEL

38886 GLHYSTDSVPNLDISFGEL

SIAP-1

SIAP-2
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7.3.3.1.   Proteínas SIAP-1 y -2 

 
7.3.3.1.1.   Determinación de la estructura de los cHABPs 34874, 34893, 34898, 34899 

derivados de SIAP-1 y 36879 de SIAP-2. 

 
7.3.3.1.1.1.   Dicroísmo Circular 
 
La característica estructural para estos 5 péptidos fue evidenciada por  la presencia de un 

máximo de absorción en 190 nm y dos mínimos en 222 y 208 nm (Figura 41), los cuales 

indican la presencia de regiones α-hélice, lo que se confirma con los datos obtenidos de la 

deconvolución utilizando los programas SELCON3, CDSSTR y CONTINLL (106). Por otro 

lado, debido a la intensidad de las señales se puede decir con un 97% de exactitud que la 

estructura preferencial de estos péptidos es una α-hélice (125).  

                   

Figura 41. Espectros de DC con sus respectivos mínimos y máximos de absorción de los péptidos 

34874, 34893, 34898 y 34899 de SIAP-1 y 36879 de SIAP-2.  

 

Ahora bien, conociendo que estos péptidos muestran alto contenido de estructura 

secundaria, se siguió con el análisis o determinación de su estructura por medio de 1H-

RMN y de cálculo de estructura. 

7.3.3.1.1.2.   1H-Resonancia Magnética Nuclear 
 

7.3.3.1.1.2.1.   Asignamiento 

Para los cHABPs 34874, 34893, 34898 y 34899 derivados de SIAP-1 mediante los espectros 

COSY, TOCSY y la metodología propuesta por Wüthrich (75), se llevó a cabo la 
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identificación de los sistemas de spin de cada aminoácido que constituyen los péptidos y por 

ende, para cada hidrógeno se obtuvo su desplazamiento químico, los cuales fueron 

consignados en tablas. Como ejemplo se muestra la tabla de desplazamiento químico del 

péptido 34893 (Tabla 17). 

Tabla 17. Tabla de desplazamiento químico del cHABP 34893 derivado de SIAP-1.      

  

 

    

Por otro lado, el estudio de la variación en el desplazamiento químico de los protones NH 

amídicos con la temperatura (285, 295 y 305 K) dio como resultado bajos coeficientes de 

temperatura para 34874, 34893 y 34899, lo que se interpretó como un indicio de que 

dichos protones están involucrados en un puente o enlace de hidrógeno intramolecular 

(Figura 42), estabilizando la estructura secundaria presente en dichos péptidos. El péptido 

34898 no tiene coeficientes bajos de temperatura, sugiriendo que posiblemente no tiene 

ningún aminoácido involucrado en enlace de hidrógeno.  

 

7.3.3.1.1.2.2.   Asignación de NOEs secuenciales y de media distancia 
 

Después de analizar el espectro NOESY de cada péptido (34874, 34893, 34898 y 34899) 

en los cuales la presencia de conectividades NOE secuenciales (Hαi-HNi+1) y 

correlaciones a través del espacio NOEs de medio rango como (Hαi–HNi+2), (Hαi–

AA HN Hα Hβ Otros (Hγ, Hδ, Hε)

K 1,66; 1,66  γ(CH2)=1,50; 1,50     δ(CH2)=1,74; 1,74   δ(CH2)=2,96; 2,96

V 8,370 3,54 1,90 γ(CH3)= 0,79; 0,79

Q 8,368 4,19 2,17     1,79 γ(CH2)=2,17; 2,17

G 8,220 3,86 -

L 7,875 4,04 1,51; 151 δ(CH3)= 0,77; 0,77

S 7,441 4,03 3,87; 3,75

Y 7,441 4,03 2,94; 2,94 2,6H= 7,05  3,5H=6,80

L 7,589 3,92 1,58; 1,58 γΗ=1,71     δ(CH3)= 0,75; 0,75

L 7,441 4,03 1,52; 1,52 δ(CH3)=0,78; 0,78

R 8,057 3,88 1,52; 1,52 δ(CH2)=2,96; 2,96

R 7,768 3,94 1,69, 1,60 γ(CH2)=1,40;1,40     δ(CH2)=2,91; 2,91

K 8,081 3,97 1,70; 1,70  γ(CH2)=1,56; 1,56     δ(CH2)=1,74; 1,74   δ(CH2)=2,91; 2,91

N 8,020 4,52 2,67; 2,67 γNH2=7,45; 6,99

G 7,965 3,78 -

T 7,719 4,15 3,91 γ(CH3)=1,04

K 7,951 3,94 1,60; 1,60 γ(CH2)=1,51; 1,51     δ(CH2)=1,70; 1,70   δ(CH2)=3,00; 3,00

H 8,010 4,17 3,0; 3,00 2H=8,1  4H=7,15

P - 4,25 2,06; 1,83 γCH2)=1,80; 1,68     δ(CH2)=3,57; 3,49

V 7,934 3,91 1,86 γ(CH3)= 0,76

Y 7,682 4,44 2,78; 2,78 2,6H= 7,16  3,5H=6,88

Péptido 34893
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HNi+3), (Hαi–HNi+4) y (Hαi–Hβi+3), sugirieron la presencia de regiones α-helicales. 

Entonces, para el péptido 34874 se encontró una α-hélice entre los residuos V10 y R20; 

para 34893 y 34898 se encontraron dos regiones de α-hélice  de L5 a L8, R10 a G14 y 

entre S2-K8 y E12-A19, respectivamente;  y el 34899 tiene una α-hélice entre los residuos 

V2-Q20  (Figura 42). 

 

  

Figura 42. Diagrama de conectividades para 34874, 34893, 34898 y 34899 derivados SIAP-1. El 

grosor de las líneas indica la intensidad del NOE. * indica los aminoácidos involucrados en enlace 

de hidrógeno. 

 
El péptido 36879 de SIAP-2 fue insoluble a las condiciones requeridas  de concentración 

para el estudio de 1H-RMN y por lo tanto no se pudo determinar su estructura.  

 

7.3.3.1.1.3.   Cálculo de estructura 
 

Después de realizar el cálculo de estructura para cada péptido gracias a los resultados 

obtenidos de violación de ángulo y distancia, a los valores bajos de energía y de RMSD 

en el momento de la superposición del backbone de las estructuras seleccionadas sobre 

la estructura consenso (Tabla 18), estos resultados sugieren que la α-hélice es la 

estructura secundaria preferencial de 34874, 34893, 34898 y 34899 (Figura 43), lo que 

Péptido 34874
1 5 10 15 20
N D R D I N T H S V L P E V E N V I E R Y

d ααααN

d NN

d ααααN(i,i+3 )

d ααααN(i,i+4 )

d αβαβαβαβ(i,i+3 )

d ααααN(i,i+2)

∆δ∆δ∆δ∆δHN/∆∆∆∆T * *

Péptido 34893
1 5 10 15 20

K V Q G L S Y L L R R K N G T K H D V Y

d ααααN

d NN

d ααααN(i,i+3 )

d ααααN(i,i+4 )

d αβαβαβαβ(i,i+3 )

d ααααN(i,i+2)

∆δ∆δ∆δ∆δHN/∆∆∆∆T * *

Péptido 34899
1 5 10 15 20

Y V L N S K L L N S R S F D K F K W I Q

d ααααN

d NN

d ααααN(i,i+3 )

d ααααN(i,i+4 )

d αβαβαβαβ (i,i+3 )

d ααααN(i,i+2)

∆δ∆δ∆δ∆δHN/∆∆∆∆T * * * * *

Péptido 34898
1 5 10 15 20

V S A Y A H D K N P A E D F A E S M A T

d ααααN

d NN

d ααααN(i,i+3 )

d ααααN(i,i+4 )

d αβαβαβαβ(i,i+3 )

d ααααN(i,i+2)
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corrobora los resultados obtenidos por 1H-RMN. Los ángulos diedrales de los residuos 

involucrados en los fragmentos helicales se encontraron en las regiones permitidas en el 

mapa de Ramachandran (107). 

 

Tabla 18. Resultados del cálculo de estructura para 34874, 34893, 34898 y 34899 

 

 
Familia confor: Número de estructuras seleccionadas en la familia 

                                 

Figura 43. a) Familia de estructuras seleccionadas para 34874, 34893, 34898 y 34899 en donde se 

observa su región α- helical, b) estructura consenso (la de más baja energía y que cumplió con los 

datos obtenidos por 1H-RMN) de cada uno de los péptidos.  

De los péptidos diseñados (Tabla 16) solo se realizó la determinación de la estructura 3D 

por DC y 1H-RMN de los péptidos modificados 38162 derivado del 34893 y del 38166 del 

34899 pertenecientes a SIAP-1, ya que los otros péptidos modificados fueron insolubles 

en el solvente y en la concentración requerida para los análisis por estas dos técnicas.         

Características NOEs Familia Máx. Viol. Máx. Viol.
estructurales iniciales confor. de NOE ( Å) de ángulo

34874 α-hélice V10-R20 186 21 V10-Y21 0,17 0,35 2,0
34893 α-helix  L5-L8; R10-G14 198 21 L5-G14 0,20 0,30 2,2
34898 α-helix  S2-K8; E12-A19 177 21 Y4-A19 0,52 0,28 2,0
34899 α-hélice V2-Q20 228 15 V2-Q20 0,35 0,35 2,5

Péptido Superposición RMSD
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Por otro lado, se realizó el análisis de la estructura secundaria por DC a los mHABPs 

38154, 38156, 38884, 38886 derivados del cHABP 36879 de SIAP-2, mientras que para 

38882 del mismo cHABP no fue posible por su insolubilidad.  

La determinación de la estructura por 1H-RMN no se pudo realizar para ninguno de los 

péptidos modificados derivados del cHABP 36879 de SIAP-2 por problemas de solubilidad 

en el solvente utilizado en el análisis. 

7.3.3.1.2.   Determinación de la estructura de los péptidos modificados 38162 

derivado de 34893 y 38166 del cHABP 34899 perteneci entes a SIAP-1 y 38156, 

38884, 38886 y 38888 provenientes del 36879 de SIAP -2 

 
7.3.3.1.2.1.   Dicroísmo Circular 

El estudio por DC de los péptidos  38162 y 38166 (SIAP-1) (Figura 44a),  38154, 38156 y 

38886 (SIAP-2) dio como resultado que su estructura predominante es del tipo α-hélice, ya 

que como se muestra en la figura 44b se observan las bandas características para este 

elemento estructural, un máximo en 190 nm  y dos mínimos en 208 y 228 nm. Este 

comportamiento α-helical para estos péptidos también se observó en la deconvolución de los 

datos obtenidos por los métodos SELCON3, CONTILL y CDSSRT. Por otro lado, el 38884 

muestra un comportamiento desordenado en su estructura por la fuerte banda de absorción 

que muestra en 202 nm (Figura 44b). 

 

Figura 44. Espectros de DC en los cuales se observa el comportamiento estructural de los mHABPs. 

a)  DC de 38162 y 38166 (SIAP-1); b) DC de 38154, 38156, 38884 y 38886 (SIAP-2). 
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7.3.3.1.2.2.   1H-Resonancia Magnética Nuclear  

Como se mencionó anteriormente se realizó la determinación de la estructura 3D de los 

mHABPS 38162  y 38166 derivados de SIAP-1 mediante esta técnica. 

Asignamiento y asignación de NOEs secuenciales y de  media distancia 

 

El estudio de los espectros COSY y TOCSY permitió determinar el sistema de spin de 

cada aminoácido y el desplazamiento químico de cada hidrógeno presente en la cadena 

peptídica de los mHABPs 38162 y 38166. 

El estudio de los coeficientes de temperatura mostro que los péptidos tienen aminoácidos 

involucrados en enlace de hidrógeno, los cuales se observan en la figura 45, sugiriendo la 

presencia de regiones estructuradas en estas moléculas, lo que concuerda con lo 

mostrado por los espectros de DC. 

Por medio del análisis de los espectros NOESY de los dos mHABPs, se encontró la 

secuencia peptídica debido a la presencia de NOES fuertes y medios del tipo Hαi–HNi+1, 

adicionalmente, se determinaron interacciones o “cross-peak” entre hidrógenos como 

consecuencia de efectos dipolares del tipo (Hαi–HNi+2), (Hαi–HNi+3), (Hαi–HNi+4) y 

(Hαi–Hβi+3) (Figura 45), estos NOEs sugirieron la presencia de estructura secundaria del 

tipo α-hélice (75), lo cual se reafirma por los coeficientes bajos de temperatura en algunos 

de los aminoácidos que están involucrados en estos NOEs de medio rango y además 

estos resultados concuerdan con lo mostrado por los espectros de DC. 

 

 
Figura 45. Resumen de conectividades secuenciales y de medio rango para 38162 y 38166, el 

grosor de las barras está relacionado con la intensidad del NOE. Los valores menores a 4,5 en 

coeficiente de temperatura están indicados con asterisco en los aminoácidos que están 

involucrados en enlace de hidrógeno. 

Péptido 38162
1 5 10 15 20

K T Q G H S Y H L R R K N G V K H P V Y

d ααααN

d NN

d ααααN(i,i+3 )

d ααααN(i,i+4 )

d αβαβαβαβ(i,i+3 )

d ααααN(i,i+2)

∆δ∆δ∆δ∆δHN/∆∆∆∆T * * * * *

Péptido 38166
1 5 10 15 20

Y V L N S K L H N S R S F D K F K W I Q

d ααααN

d NN

d ααααN(i,i+3 )

d ααααN(i,i+4 )

d αβαβαβαβ(i,i+3 )

d ααααN(i,i+2)

∆δ∆δ∆δ∆δHN/∆∆∆∆T * * * * *
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Entonces, como resultado de este análisis se obtuvo que el 38162 tiene una α-hélice entre 

los residuos T2-K16 y el 38166 mostro una región α-helical entre los aminoácidos L6-Q20, 

y los dos péptidos tienen una pequeña región flexible hacia el amino y carboxi terminal. 

 

7.3.3.1.2.3.   Cálculo de estructura 
 

Como en los casos anteriores después de realizar varios cálculos para cada péptido, se 

seleccionó una familia de estructuras que cumplían con los datos derivados de 1H-RMN y 

el elemento estructural encontrado por esta técnica; adicionalmente, esta familia de 

confórmeros poseen baja energía y en el momento de la superposición sobre la estructura 

consenso en la región estructurada los valores de RMSD fueron bajos, mostrando el buen 

ajuste de las estructuras seleccionadas en cada familia (Tabla 19), el análisis de los 

ángulos diedrales φ y ψ indicaron la presencia de regiones de α-hélice bien definidas para 

estos péptidos, entre T2-K16 para 38162 y entre L6-Q20 para 38166 (Figura 46), estos 

resultados  corroboran lo obtenido del análisis por 1H-RMN; por lo tanto se afirma que la 

estructura secundaria preferencial de estos mHABPs son α-hélice. 

 

Tabla 19. Resultado del cálculo de estructura para los mHABPs 38162 y 38166 
 

 
Familia confor: Número de estructuras seleccionadas en la familia 

 

                        
 

Figura 46. a) Familia de confórmeros escogidos para 38162 y 38166, b) estructura consenso (la de 

más baja energía y que cumplió con los datos obtenidos por 1H-RMN) de cada uno de los péptidos. 

Características NOEs Familia Máx. Viol. Máx. Viol.
estructurales iniciales confor. de NOE ( Å) de ángulo

38162 α-hélice T2-K16 189 15 T2-K16 0,28 0,40 2,0
38166 α-helix  L6-Q20 243 15  N4-Q20 0,30 0,30 2,0

Péptido Superposición RMSD
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7.3.4.   Estudios Inmunológicos 

Como se mencionó en la sección de metodología, para evaluar el comportamiento 

inmunológico de los péptidos derivados de estas proteínas se utilizó el suero obtenido de 

los monos Aotus después de ser inmunizados con estos péptidos y las técnicas de ELISA, 

IFI y WB. 

 

Entonces, los péptidos poliméricos modificados de los cHABPs 34893 y 34899 de SIAP-1 

y 36879 de SIAP-2, cuyos números de identificación y secuencias se observan en la tabla 

13, fueron inoculados en micos Aotus, además se tomaron muestras de sangre en días 

específicos (esquema de inmunización y sangría ver sección materiales y métodos de 

este escrito o ver la misma sección en el anexo 7) con las que se realizaron los análisis 

inmunológicos. 

Lo que se observo es que solo los mHABPs 38162 (34893), 38166 (34899) de SIAP-1 y 

38156 (36879) de SIAP-2 fueron inmunogénicos, por otro lado, vale la pena aclarar que a 

los cHABPs 34893 y 34899 de SIAP-1 y 36879 de SIAP-2 no se les determino su 

inmunogenicidad ya que se sabe que estos son no inmunogénicos (3). 

En la figura 2A del anexo 7 se observa que 2 de los 8 micos inmunizados con el mHABP 

38162 tienen bajos anticuerpos de 1:80 en las dos primeras dosis, lo que podría sugerir 

una baja concentración de péptido inoculado, luego se observa que después de la tercera 

inmunización hay un aumento de estos anticuerpos a 1:160 debido posiblemente a que 

con cada dosis inoculada se va presentando una acumulación del péptido en el 

organismo, adicionalmente, como se sabe cuándo es reiterado el ingreso de un antígeno 

la intensidad de la respuesta inmune aumenta (126); mientras que 38166 después de- las 

3 inmunizaciones solo se observó respuesta en uno de los micos, el cual mostro bajos 

anticuerpos (1:80), lo que también puede estar relacionado con una baja concentración de 

péptido inoculado o la misma naturaleza del péptido, lo cual, como se sabe, estos dos 

puntos están relacionados con la intensidad y características de la respuesta 

inmunológica (126).  

 

Por otro parte, existe un alto reconocimiento en 5 y en 6 de los 8 micos inmunizados con 

los mHABPs 38162 y 38166 respectivamente, del fragmento II de la proteína 

recombinante de SIAP-1 (rSIAP-1-RII) en el cual están localizados los péptidos 34893 y 

34899, lo que fue evaluado por ELISA y se muestra en la figura 2C del anexo 7, también 

se observó que los anticuerpos inducidos contra 38162 y 38166 reaccionaron con rSIAP-
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1-RII por WB reconociendo una banda de 42 kDa  y otra de 35kDa, la cual probablemente 

fue un fragmento de clivaje después de la lisis de la bacteria (Figura 2D, anexo 7).  

 

Mediante IFI del mHABP 38162 (SIAP-1) y de 38156 (SIAP-2) fue posible detectar 

pequeñas estructuras intracelulares (posiblemente micronemas), las cuales son 

reconocidas dentro de los esporozoítos (Figura 2A, anexo 7, fluorescencia roja). Además, 

se observó fluorescencia sobre la superficie de la membrana para ambos péptidos (Figura 

47), de manera similar al patrón de fluorescencia que muestra el péptido modificado 

24258 derivado de la proteína CSP (53) el cual se observa en fluorescencia verde (Figura 

2A, anexo 7) que se sabe que reacciona con estructuras de membrana; esto sugiere la 

localización de SIAP-1 y SIAP-2 en los micronemas que luego debe ser transportada 

hacia la superficie del esporozoíto, este comportamiento también fue observado por 

Arévalo-Pinzón en 2011 (124) y por Siau en 2008 el cual sugirió que debido a su 

localización sobre la superficie del esporozoíto es una proteína involucrada en la invasión 

a la célula hospedera (122). 

Por lo mencionado anteriormente, estos péptidos modificados derivados de SIAP-1 

(38162 y 38166) y de SIAP-2 (38156) serían buenos candidatos para ser incluidos en una 

vacuna contra la malaria ya que podrían estar involucrados en el proceso de invasión. 

 

                                           
Figura 47. Inmunofluorescencia con sueros que tienen títulos de anticuerpos producidos en Aotus 

inmunizados con los mHABPs 38162 (SIAP-1) y 38156 (SIAP-2) mostrando reactividad sobre la 

superficie del esporozoíto. 

 

Ahora bien, con respecto al comportamiento inmunológico del péptido modificado 38156 

(36879) derivado de SIAP-2, se observó mediante IFI que en las dos primeras 

inmunizaciones uno de los ocho micos inoculados con él, tuvo anticuerpos de 1:80 y que 

después de la tercera dosis aumentaron a 1:160 (Figura 2A, anexo 7) (esto se puede 
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explicar de una manera similar al comportamiento de 38162 derivado de SIAP-1), 

asimismo, fue inmunogénico gracias a que hubo reconocimiento de la proteína 

recombinante de SIAP-2 (rSIAP-2) en el suero de 5 de los 8 micos inmunizados (Figura 

2C, anexo 7).  

El análisis del WB para 38156 revelo que el suero del mico que produjo anticuerpos 

reconoció una banda de 42 kDa que es el peso de rSIAP-2 y otra banda en 53 kDa 

(Figura 2D, anexo 7). Entonces, para conocer el posible origen de la banda de 53 kDa se 

evaluó por WB la reactividad de los sueros obtenidos de ratones inmunizados con dos 

mezclas de péptidos los cuales correspondían a epitopes B predichos por Bcepred, la 

mezcla A contenía péptidos localizados hacia el N-ter y la mezcla B péptidos localizados 

en el C-ter (124), lo que se observo fue que la mezcla A reacciono exclusivamente con la 

banda de 53 kDa, mientras que la mezcla B reconoce las dos bandas la de 53 y 42 kDa 

(Figura 2D, anexo 7) como lo hace el suero de 38156, sugiriendo que la reactividad del 

suero de este Aotus fue similar a la observada en dichos ratones. Adicionalmente, se 

puede sugerir que SIAP-2 con un peso mayor se debe posiblemente a interacciones no 

especificas entre la proteína y los residuos de carbohidratos de la resina de la columna de 

purificación (127) y se puede especular que estas interacciones son hacia el N-terminal ya 

que la mezcla A es la que reconoce la banda de 53 kDa. 

 

7.3.5.   Relación estructura-función 

Respecto a la asociación entre la estructura que presentaron tanto los péptidos 

conservados como los péptidos modificados y su comportamiento inmunológico se 

tuvieron en cuenta varios aspectos: 1) las características estructurales de cada uno de los 

péptidos, 2) los resultados de inmunogenicidad, 3) unión por predicción a moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad clase II (CMH-II) que en el humano corresponde al 

antígeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en ingles). 

Ahora bien, como se mencionó anteriormente, el péptido conservado 34893 es no 

inmunogénico, mientras que su péptido modificado 38162 si lo es. La diferencia en 

secuencia entre los dos péptidos es que se cambió L5 por H, L8 por H y T15 por V en 

38162, teniendo como consecuencia la modificación de la estructura, al comparar los dos 

péptidos, el 34893 tiene 2 fragmentos α-helicales entre L5-L8 y R10-G14 (Figura 43) 

mientras su modificado 38162 presentó un solo fragmento de α-hélice entre el T2-K16 

(Figura 46), como se advierte la hélice aumentó de longitud en el péptido modificado.  
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Uno de los puntos que más llama la atención, es que justamente dos de los reemplazos 

de aminoácidos se realizaron tanto, en el residuo que inicia como en el que finaliza el 

primer segmento α-helical del 34893. Este cambio de L por H hacia la parte N-terminal del 

péptido modificado (38162) favoreció la elongación de la hélice desde el amino-terminal 

hasta la región central de la cadena peptídica, en lo cual probablemente colaboró la 

presencia de la histidina en esta región (N-ter), ya que según lo explica Richardson (86) 

en su libro, la presencia de histidina en la parte N-terminal favorece la formación de α-

hélice más que la leucina. Por otra parte el reemplazo de T por V también indujo 

alargamiento de la hélice en dos residuos más hacia el C-ter lo que sucedió posiblemente 

por la presencia de la V, puesto que, este aminoácido favorece la formación de la hélice 

más que la treonina (115). 

 

Para el caso de 34899 y 38166 la diferencia en secuencia es solo de un aminoácido de L8 

por H, pero que logro disminuir la longitud de la α-hélice en el mHABP, ya que en el 

cHABP no inmunogénico 34899 la hélice abarca de V2 hasta Q20, mientras que la región 

helical en el  mHABP 38166 está localizada entre los residuos K6-Q20, el efecto que tuvo 

la histidina en este péptido modificado fue contrario a lo que sucedió en 38162 quizás 

porque en 38166 no hubo sino un solo cambio y adicional a esto, dos residuos hacia el N-

terminal de la histidina (H8) que esta protonada (por el pH al cual se realiza la 

determinación por 1H-RMN) se encuentra una lisina cargada positivamente (K6), entonces 

se puede sugerir que  debido a la presencia de la carga positiva de K puede existir cierto 

grado de repulsión con la H y por lo tanto, se desestabilice la hélice hacia el N-ter, cuyo 

resultado sería el acortamiento de la longitud de la α-hélice. 

  

Adicional a las modificaciones estructurales en estos péptidos como resultado de los 

reemplazos de los aminoácidos, también existen implicaciones biológicas asociadas a su 

comportamiento inmunológico, el cual se sugiere está relacionado con su unión a las 

moléculas del CMH-II (120), por consiguiente se realizó la predicción (NetMHCIIpan 3.0 

sever (117)) del posible alelo HLA-DRβ1* al cual estos péptidos pueden unirse, para 

34893 y 38162 el alelo más favorecido fue el HLA-DRβ1*0802, para 34899 y 38166 el 

alelo HLA-DRβ1*0302 fue el elegido, estos alelos fueron los escogidos debido a que los 

péptidos tienen los motivos y registros de unión característicos para estas moléculas (118, 

128).  
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En consecuencia los 9 aminoácidos seleccionados como motivo y registro de unión para 

34983 inician en Y7 (“pocket” 1, fucsia) y terminan en T15 (“pocket” 9, verde) y para 

38162 se encuentran entre Y7 (“pocket” 1, fucsia) y V15 (“pocket” 9, verde) (Tabla 20).  

Por otro lado, se ha determinado experimentalmente que la distancia entre “pocket” 1 y 

“pocket” 9 en el PBR de las moléculas del CMH-II para los alelos pertenecientes a DR52 

como HLA-DRβ1* 03, 11 y 08 debe estar en el rango de 20 ± 1.5 Å  (3, 129) para que 

haya un buen ajuste de los mHABPs en el PBR de las moléculas CMH-II la distancia entre 

los átomos más distantes de los aminoácidos que ajustan en “pocket” 1 y” pocket” 9 debe 

estar en el rango anteriormente descrito, para que estos mHABPs sean inmunogénicos. 

Entonces al medir la distancia entre el “pocket” 1 (Y7) y el “pocket” 9 (T15 o V15), se 

encontró que para 34893 fue de 18,03 Å mientras que para 38162 fue de 21,34 Å (Figura 

3C, anexo 6), esta última distancia se encuentra en el rango permitido para un adecuado 

ajuste en el CMH-II. 

 

Tabla 20. Registro de unión para 34893 y 38162 cuando ajustan en HLA-DRβ1*0802 

 

                      

             

Al mismo tiempo, analizando la orientación de las cadenas laterales de estos 9 

aminoácidos (Figura 3D, anexo 7) se encontró que la cadena de Y7 (“pocket” 1, fucsia), 

de R10 (“pocket” 4, azul oscuro) y K12 (“pocket” 6, anaranjado) (Tabla 20) tienen una 

mala orientación en 34893 y que por el contrario estas cadenas tienen la orientación 

correcta en 38162 (130). Del mismo modo, las cadenas de los residuos que deben hacer 

contacto con el RLT como L9 (posición 3, azul turquesa) y N13 (posición 7, gris) tienen 

una orientación no adecuada  en 34893 mientras que en 38162 se observa su orientación 

apropiada (130). 

En resumen, el hecho de que la distancia entre “pocket” 1 y 9 del mHABP 38162 fuera 

3,31 Å más larga que la de 34893 y que las cadenas laterales de los “pockets” 1, 4, 6 las 

cuales hacen un buen contacto con el PBR de CMH-II y las cadenas de las posiciones 3 y 
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7 estuvieran en la orientación apropiada para interactuar con el RLT, lograron convertir el 

38162 en un péptido inmunogénico.  

 

Ahora bien, como se mencionó 34899 y 38166 mostraron tener motivos de unión para 

HLA-DRβ1*0302, lo cual permitió definir que el registro de unión para ambos péptidos 

inicia en el aminoácido L7 (“pocket” 1,fucsia) y finaliza en K15 (“pocket” 9, verde) (Tabla 

21); y que al realizar un análisis igual a lo anteriormente descrito para 34893 y 38162, se 

encontró que la distancia que hay entre los átomos distantes de “pocket” 1 y 9 para 34899 

es de 18,02 Å (Figura 3C, anexo 7) y de 19,43 Å para su modificado 38166, esta distancia 

se encuentra en el rango propuesto por Patarroyo en 2011 de ~20 ± 1.5 Å para mHABPs 

(péptidos inmunogénicos) cuyo registro de unión es el adecuado para el alelo HLA-

DRβ1*03 (3), lo que sugiere que 38166 tiene un mejor ajuste en el PBR del CMH-II que 

34899. En cuanto a la orientación de las cadenas laterales de los 9 aminoácidos del 

registro de unión la mayor diferencia se observa en K15 correspondiente al “pocket” 9 

(verde), encontrándose mal orientada en 34899 y bien orientada en 38166  (130) (Figura 

3D, anexo 7).  

Teniendo en cuenta que la modificación de L8H influyo en la longitud de la región helical 

de 38166, que la distancia entre “pocket” 1 y 9 es 1,41 Å mayor en 38166 y que la 

orientación de sus cadenas laterales en el registro de unión en el PBR es aceptable, 

convirtieron a este péptido en inmunogénico inductor de anticuerpos. 

 

Tabla 21. Registro de unión para 34899 y 38166 cuando ajustan en HLA-DRβ1*0302. 

                     

Por otro lado, Bermúdez y colaboradores en 2014 (130)  cuando realizaron ensayos de 

inmunización en monos Aotus con mezclas de péptidos modificados los cuales 

individualmente eran inmunogénicos, observaron un fenómeno que está relacionado con 

la orientación de la cadena lateral del residuo que se encuentra en la posición 3 

(apuntando hacia el RLT) de la secuencia de unión al PBR, esta orientación puede ser 

gauche+ o gauche-. Cuando era gauche+ ellos observaron una fuerte actividad 

inmunogénica (producción de anticuerpos) en la mezcla, por el contrario cuando dicha 
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orientación fue gauche- se perdía completamente esta actividad, lo que sugiere que la 

orientación de la cadena del residuo en la posición 3 (gauche+) es importante.  

Por tal razón, para estudiar la orientación de esta cadena lateral en los mHABPs 

inmunogénicos 38162 y 38166 se analizó el valor de los angulos χ1 (Tabla 22), en verde 

se resalta el valor de χ1 para el aminoácido de la posición 3) y lo que se vio es que ambos 

tiene valores en el rango de -120° a 0, rango que define la orientación o el rotamero 

gauche+ (131), por lo tanto al tener esta orientación lo más probable es que este residuo 

presente una interacción apropiada con el RLT; además, posiblemente son péptidos que 

podrían ser usados en ensayos de inmunización en mezclas con otros mHABPs, ya que 

no van a causar ningún tipo de interferencia negativa o bloqueo de la respuesta inmune. 

 

Tabla 22.  Valor del ángulo χ1 para los péptidos modificados 38162 y 38166 de los 

aminoácidos que ajustan en el PBR. 

                                           

En síntesis los péptidos modificados 38162 y 38166 los cuales se obtuvieron por los 

cambios de aminoácidos realizados en sus péptidos nativos 34893 y 34899 

respectivamente, son inmunogénicos debido a su capacidad de producir anticuerpos 

contra el parásito, gracias a un apropiado ajuste de estos péptidos en las moléculas CHM-

II y por tanto una buena presentación al RLT, lo que conlleva a la formación y 

estabilización del complejo trimolecular CMH II-péptido-RLT uno de los responsables de la 

respuesta inmune (132, 133).  

 

P:posición; AA:aminoácido

P AA χ1
1 Y -166,5
2 H -166,8
3 L -82,8
4 R -64,1
5 R -171,1
6 K -159,7
7 N -67,9
8 G
9 V -144,3

38162
P AA χ1
1 L -65,4
2 H -163,1
3 N -117,6
4 S -72,4
5 R 54,7
6 S -171,1
7 F -81,7
8 D -167,8
9 K -167,2

38166
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Estos resultados sugieren que estos mHABPs pueden ser blancos potenciales para ser 

incluidos como componentes de una vacuna basada en subunidades sintetizadas 

químicamente, multi-epitope y multi-estadio contra la malaria. 

 

Sin embargo, los anticuerpos producidos por estos mHABPs son bajos (Figura 2, anexo 

7), lo cual puede posiblemente atribuirse a que son muy estructurados (α-hélice) en el 

motivo y registro de unión al PBR del CMH-II, ya que como se ha reportado para tener 

una mejor estabilización del complejo bimolecular CMH II-péptido, la conformación del 

péptido que se favorece en el surco de unión del CMH-II está asociada con la estructura 

tipo poliprolina II (PPIIL) (134) la cual tiene ángulos de torsión para φ= -75 ± 20° y para ψ= 

145 ± 25° (135), los cuales aseguran un perfecto ajuste en CMH-II gracias a la formación 

de varios enlaces de hidrógeno e interacciones de van der Waals entre el oxígeno y el 

nitrógeno del backbone del péptido con la cadena lateral de aminoácidos conservados de 

las cadenas α y β del CMH-II (1, 116) para inducir una alta respuesta inmunológica (120). 

Entonces lo que se propone es que se deben seguir haciendo modificaciones en los 

aminoácidos críticos en la unión al CMH-II tratando de buscar que la conformación del 

péptido resultante sea o tienda a (PPIIL), o que se produzca un acortamiento en la α-

hélice dejando regiones más flexibles en los péptidos para mejorar el ajuste de estos en el 

PBR del CMH-II. 

 

7.4.   Conclusiones 

 

Por medio del estudio de DC, 1H-RMN y cálculo de estructura se determinó la estructura 

secundaria preferencial para péptidos nativos y modificados derivados de las proteínas 

SIAP-1 y SIAP-2 

 

El análisis por 1H-RMN y cálculo de estructura muestra que ciertos cambios en residuos 

específicos de la secuencia de los péptidos nativos (no inmunogenicos) modifican la 

estructura tridimensional del mismo, de tal modo que convierte los nuevos péptidos 

modificados en inmunogénicos.   

 

Los resultados sugieren con respecto a los péptidos modificados: que una estructura 

adecuada, la orientación apropiada de las cadenas laterales de los residuos que ajustan 

en el PBR del CMH-II, la distancia justa entre los residuos de los “pockets” 1 y 9, la 
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conformación de la cadena lateral del aminoácido en posición 3 sea gauche+, permiten a 

los péptidos modificados un mejor ajuste en el CMH-II favoreciendo la formación 

adecuada del complejo trimolecular CMH II-péptido-RLT y por lo tanto el inicio de una 

respuesta inmune. 

 

Existe una relación entre la estructura 3D que adoptan los péptidos inductores de 

anticuerpos con su actividad inmunológica. 

 

Se sugiere que los mHABPs 38162 y 38166 pueden ser blancos potenciales para ser 

incluidos como componentes de una vacuna basada en subunidades sintetizadas 

químicamente, multi-epitope y multi-estadio contra la malaria. 

 

 

 

Los resultados  de este capítulo generaron una publicación la cual se encuentra en el 

anexo 7: 

 

Alba MP , Almonacid H, Calderón D, Chacón EA, Poloche LA, Patarroyo MA, Patarroyo 

ME. 3D structure and immunogenicity of Plasmodium falciparum sporozoite induced 

associated protein peptides as components of fully-protective anti-malarial vaccine. 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2011. 416: 349-355. 
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8.   CONCLUSIONES GENERALES 

 

Las proteínas SPECT-1 y -2 y SIAP-1 y -2 son importantes para la supervivencia del 

parásito debido a que están involucradas en el paso a través de las células del hospedero 

humano y en la invasión del Plasmodium a la célula hepática. En este estudio, se 

encontró que algunos cHABPs 33372, 33375, 34936, y 34938 pertenecientes a las 

proteínas SPECT-1 y -2, están posiblemente involucrados con la unión y formación de 

poros sobre la membrana de las células hospederas, ayudando al esporozoíto a abrirse 

paso través de las células “cell-traversal” del hospedero y así alcanzar las células 

hepáticas. Esta función de las proteínas SPECT-1 y -2 y de SIAP-1 y -2 las hace blancos 

antigénicos para ser incluidas en el desarrollo de una alternativa eficaz para controlar la 

malaria como lo es la vacuna sintética, multi-epitope y multi-estadio que se viene 

desarrollando en nuestro instituto, la cual incluye péptidos modificados derivados de 

péptidos conservados de alta capacidad de unión (cHABPs) a las células hospederas ya 

que estos son blancos antigénicos debido a la función que tienen durante la infección, 

razón por la cual son no inmunogénicos. Para cambiar este comportamiento inmunológico 

se reemplazaron ciertos aminoácidos críticos del cHABP convirtiendo los nuevos péptidos 

en inmunogénicos.  

En este trabajo se encontró que al realizar los cambios en aminoácidos específicos, el 

resultado obtenido fue una modificación en la estructura de dichos péptidos, como por 

ejemplo: el acortamiento de regiones helicales como en 38166 (34899, SIAP-1), la 

presencia de hélices cortas como lo observado en 38150 (33375, SPECT-1) y 38890 

(34938, SPECT-2), la presencia de estructuras PPIIL acompañada de regiones helicales 

cortas como en 38128 (34949, SPECT-2). Estos cambios estructurales están relacionados 

con el hecho de que estos péptidos modificados se conviertan en inmunogénicos, lo cual 

tiene que ver con un ajuste adecuado de estos péptido sobre el PBR de las moléculas 

CMH II. Este ajuste involucra varios aspectos, como son: que los péptidos modificados 

tienen el registro y motivo de unión correcto para las moléculas HLADRβ1*, una distancia 

apropiada entre el aminoácido que entra en el “pocket” 1 y el “pocket” 9, una adecuada 

orientación de las cadenas laterales de los aminoácidos que hacen contacto con los 

CDRs del RLT, todo esto junto conlleva  a que ocurra la formación y estabilización del 

complejo trimolecular CMH II-peptido-RLT, uno de los desencadenantes de la respuesta 

inmunitaria. Lo anterior sugiere que los mHABPs pueden ser blancos potenciales para ser 

incluidos como componentes de una vacuna contra la malaria. 
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En resumen, al comparar la estructura secundaria mostrada por los cHABPs no 

inmunogénicos con la estructura de los mHABPs inductores de anticuerpos, se observa la 

existencia de una relación entre la estructura de dichos péptidos con su actividad 

inmunológica, lo que permite  avanzar en el diseño racional de vacunas eficaces 

químicamente sintetizadas, multi-epitope y multi-estadio.  
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9.   PERSPECTIVAS 

 
Los mHABPs pertenecientes a las proteínas SPECTs y SIAPs que individualmente son 

inmunogénicos deben ser incluidos junto con otros mHABPs relevantes en la respuesta 

inmune, en una mezcla de péptidos que debe ser inoculada en el modelo animal (mono 

Aotus) con el fin de estudiar su comportamiento inmunológico. 

 

Diseñar nuevos péptidos modificados a partir de los péptidos que produjeron anticuerpos. 

 

Para obtener péptidos con una mejor respuesta inmune, se recomienda realizar ensayos 

de unión de los péptidos modificados a moléculas  HLADRβ1*. Porque sabiendo cual es el 

alelo de mayor afinidad se pueden realizar nuevos reemplazos de aminoácidos en los 

péptidos, con la finalidad de obtener un mejor ajuste de estos en las posiciones 

específicas de interacción con los “pockets” 1, 4, 6 y 9, lo que permitirá una mayor 

interacción entre el péptido y el surco de unión del CMH clase II, lo que conllevará a una 

mejor presentación al RLT. 

 

Evaluar la respuesta inmunitaria mediante la medición de citoquinas en los sueros de los 

monos Aotus inmunizados con los mHABPs que indujeron anticuerpos en el modelo 

animal. 

 

Diseñar péptidos modificados a partir de los otros cHABPs que no se estudiaron aquí y 

estudiarlos a nivel estructural e inmunológico, para encontrar otros péptidos potenciales a 

ser incluidos en la vacuna que se desarrolla en la FIDIC.   
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10.   ARTÍCULOS COMPLEMENTARIOS 

 

Durante el periodo de tiempo en el cual se desarrolló este trabajo de investigación, se 

generaron otras publicaciones que si bien, no están relacionados directamente con 

péptidos derivados de las proteínas involucradas en este estudio, contribuyen al 

conocimiento de la biología del parásito, a la búsqueda de nuevos blancos antigénicos y a 

establecer nuevas reglas que permiten día a día avanzar en el desarrollo de la vacuna 

químicamente sintetizada, multi-epitope y multi-estadio que se viene desarrollando en la 

FIDIC contra la malaria. El trabajo de investigación relacionado con estas publicaciones 

ayudó tanto a mi formación académica como la de investigador. 

 

A continuación se presenta un resumen de estas publicaciones y en el capítulo de anexos 

se encuentran los artículos completos.  

 

1.   Patarroyo ME, Alba MP , Reyes C, Rojas-Luna R, Patarroyo MA. The Malaria 

Parasite's Achilles' Heel: Functionally-relevant Invasion Structures. Curr. Issues. Mol. Biol. 

2015. 18:11-20. Anexo 6. 

 

Abstract 

“Malaria parasites have their Achilles' heel; they are vulnerable in small parts of their 

relevant molecules where they can be wounded and killed. These are sporozoite and 

merozoite protein conserved high activity binding peptides (cHABPs), playing a critical role 

in binding to and invasion of host cells (hepatocytes and erythrocytes, respectively). 

cHABPs can be modified by specific amino acid replacement, according to previously 

published physicochemical rules, to produce analogues (mHABPs) having left-handed 

polyproline II (PPIIL)-like structures which can modulate an immune response due to fitting 

perfectly into the HLA-DRβ1* peptide binding region (PBR) and having an appropriate 

presentation to the T-cell receptor (TCR).” 

 

2.  Patarroyo ME, Alba MP , Curtidor H, Vanegas M, Almonacid H, Patarroyo MA. Using 

the PfEMP1 head structure binding motif to deal a blow at severe malaria. PLoS 

One. 2014. 9:e88420. (Anexo 8) 
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Abstract 

“Plasmodium falciparum (Pf) malaria causes 200 million cases worldwide, 8 million being 

severe and complicated leading to ∼1 million deaths and ∼100,000 abortions annually. 

Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1) has been implicated in 

cytoadherence and infected erythrocyte rosette formation, associated with cerebral 

malaria; chondroitin sulphate-A attachment and infected erythrocyte sequestration related 

to pregnancy-associated malaria and other severe forms of disease. An endothelial cell 

high activity binding peptide is described in several of this ∼300 kDa hypervariable 

protein's domains displaying a conserved motif (GACxPxRRxxLC); it established H-bonds 

with other binding peptides to mediate red blood cell group A and chondroitin sulphate 

attachment. This motif (when properly modified) induced PfEMP1-specific strain-

transcending, fully-protective immunity for the first time in experimental challenge in Aotus 

monkeys, opening the way forward for a long sought-after vaccine against severe malaria.” 

 

3.  Patarroyo ME, Bermudez A, Alba MP . The high immunogenicity induced by modified 

sporozoites' malarial peptides depends on their phi (ϕ) and psi (ψ) angles. Biochem. 

Biophys.  Res. Commun. 2012. 429: 81-86. (Anexo 9) 

 

Abstract 

“The importance of CSP- and STARP-derived ϕ and ψ dihedral angles in mHABP structure 

was analysed by (1)H NMR in the search for molecules which can be included as 

components of a first-line-of-defence Plasmodium falciparum sporozoite multi-epitope 

vaccine against the most lethal form of human malaria. Most of the aforementioned 

dihedral angles were left-hand-like polyproline type II (PPII(L)) structures whilst others had 

right-hand-like α-helix (α(R)), thus allowing mHABPS to fit better into MHCII molecules and 

thereby form an appropriate pMHCII complex and also establish the H-bonds which 

stabilise such complex and by this means induce an appropriate immune response. This 

information has great implications for vaccine development, malaria being one of them.” 

 

 

4.   Curtidor H, Vanegas M, Alba MP , Patarroyo ME. Functional, immunological and three-

dimensional analysis of chemically synthesised sporozoite peptides as components of a 

fully-effective antimalarial vaccine. Curr. Med. Chem. 2011. 18:4470-4502. (Anexo 10) 
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Abstract 

“Our ongoing search for a fully-effective vaccine against the Plasmodium falciparum 

parasite (causing the most lethal form of human malaria) has been focused on identifying 

and characterising proteins' amino acid sequences (high activity binding peptides or 

HABPs) involved in parasite invasion of red blood cells (RBC) by the merozoite and 

hepatocytes by the sporozoite. Many such merozoite HABPs have been recognised and 

molecularly and structurally characterised; however, native HABPs are immunologically 

silent since they do not induce any immune response or protection against P. falciparum 

malaria infection and they have to be structurally modified to allow them to fit perfectly into 

immune system molecules. A deeply structural analysis of these conserved merozoite 

HABPs and their modified analogues has led to rules or principles becoming recognised 

for constructing a logical and rational methodology for a minimal subunit-based, multi-

epitope, multi-stage, chemically-synthesised vaccine. The same in-depth analysis of the 

most relevant sporozoite proteins involved in sporozoite cell-traversal and hepatocyte 

invasion as well as the hepatic stage is shown here. Specifically modifying these HABPs 

has resulted in a new set of potential pre-erythrocyte targets which are able to induce high, 

long lasting antibody titres in Aotus monkeys, against their corresponding recombinant 

proteins and the complete parasite native molecules. This review shows how these rules 

may be applied against the first stage of parasite invasion (i.e. the sporozoite) to mount the 

first line of defence against the malarial parasite, which may indeed be the most effective 

one. Our results strongly support including some of these modified sporozoite HABPs in 

combination with the previously-described modified merozoite HABPs for obtaining the 

aforementioned fully-protective, multiepitope, multi-stage, minimal subunit-based, 

chemically-synthesized, antimalarial vaccine”. 
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