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7. Determinacion de la estructura tridimensional e inmunogenicidad de péptidos
(cHABPs y mHABPS), derivados de las proteinas SIAP y busqueda de la relacion

entre la estructura 3D y su actividad inmunoldgica

7.1. Introduccién

Conforme a la informacion dada por la OMS respecto a la disminucién en un 45% de la
tasa de mortalidad por malaria a nivel global, atribuible a las medidas de prevencién y
control a nivel mundial debido a un mayor compromiso politico y a la ampliacién de fondos
en el sector salud de los diferentes paises (1). Sin embargo, la realidad es otra, cada dia
aumenta la poblacion que esté en riesgo de adquirir malaria por varias razones, entre las
gue se encuentran: desplazamiento de la poblacion debido a la violencia, al calentamiento
global y a la resistencia del parasito 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 blsqueda 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 parasito y el pobre conocimiento que se tiene

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

En el contexto del disefio de nuevas vacunas contra la malaria la FIDIC ha venido
desarrollando un proyecto de investigacion que involucra la caracterizacion de antigenos
del estadio exo-eritrocitico y sanguineo del parasito, que incluye especificamente
secuencias cortas involucradas en los procesos de unién e invasiéon 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 realizd
la caracterizacion estructural de los péptidos de alta capacidad de unién de las proteinas
SIAPs y de alguno(s) de sus péptidos modificados, que indujeron anticuerpos contra el
Plasmodium en monos Aotus, determinando la existencia de una relacion entre la

estructura tridimensional que estos péptidos adoptaron con su actividad inmunolégica.

107



7.2. Proteinas Asociadas con la Invasién del Espo rozoito -1 y 2 (Sporozoite

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

SIAP-1 es una proteina que tiene un peso molecular de 113 kDa con dominios
transmembranales y SIAP-2 con 45 kDa (Figure 39) codificadas por un solo exén, son
expresadas predominantemente en la fase hepética del parasito y ambas por prediccion
contienen un péptido sefal, lo que sugiere que pueden ser exportadas hacia la superficie
del esporozoito. La localizacion de estas dos proteinas fue deducida por ensayos de
inmunofluorescencia realizados en esporozoitos de las glandulas salivares del mosquito,
localizAndose en la zona periférica del esporozoito, similar a la disposicion que presenta
CSP, lo que sugiere la presencia de estas proteinas en la superficie del esporozoito (122).
Adicionalmente, el andlisis por Western blot deja ver que SIAP-1 podria ser clivada
proteoliticamente después de su exposicion al hepatocito similar, a como sucede con
AMA-1, CSP y TRAP (47, 122).

1 984

SIAP-1 (113kDa)

SIAP-2 (45kDa )

3 Péptido sefial E=3Regidn conservada E=3Region variable

Figura 39. Representacion esquematica de SIAP-1 y -2. En paréntesis se muestra el peso

molecular y el largo de la barra es aproximadamente el nimero de aminoacidos de su secuencia.

Proteinas ort6logas a SIAP-1 fueron encontradas en especies de Plasmodium que afectan
a los roedores como P. berghei, P. chabaudi y P. yoelii, mientras que ortélogos 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 especificos de

hepatocitos de primates (122).

Por otro lado Engelmann y colaboradores (123) realizaron la interrupcion selectiva del gen
siap-1, revelando que no se afecta la formacidén del esporozoito pero si su salida del
oocito, al observarse la acumulacion de esporozoitos en el oocito (en el intestino medio),
al igual que el bajo niumero de parasitos en la hemolinfa y en las glandulas salivares de la

hembra del Anopheles, lo que sugiere que SIAP-1 estd involucrada en el “gliding” dentro
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del mosquito lo cual estd relacionado con la habilidad del parasito para invadir las
glandulas salivales y la posterior infeccion del hospedero mamifero (123). Esto es
confirmado cuando realizaron un ensayo, en el cual, ratas expuestas a la picadura de
mosquitos infectados con esporozoitos que tenian SIAP-1 (“wild-type”) y esporozoitos sin
SIAP-1, estas ratas fueron monitoreadas diariamente por extendidos de sangre para
detectar la aparicién de la infeccién en la etapa sanguinea, observando que todos los
animales expuestos a esporozoitos “wild type” indujeron parasitemia, mientras que
ninguna de las ratas expuestas a esporozoitos sin SIAP-1 mostraron infeccion en la etapa
sanguina, fortaleciendo la idea que SIAP-1 juega un papel importante en la transmisién

del esporozoito al hospedero mamifero (123).

En cuanto a su funcién, se realizaron ensayos de inhibicion de la invasion 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 parasito para atravesar las
células hospederas (migracion de los esporozoitos) y de bloquear la invasion del parasito
a las células hepaticas (122), sin embargo, ninguna de estas dos proteinas fueron
detectadas en el estadio hepatico, lo que indicaria que ellas se pierden o son eliminadas
poco después del proceso de invasion (122).

Siau y colaboradores en 2008 demostraron por medio de ensayos que SIAP-1y SIAP-2
estan participando en el “cell-traversal” de células HelLa y en la invasion a los hepatocitos
(122), lo que hace a estas proteinas blancos interesantes para continuar estudiandolas

con el fin de conocer su mecanismo de accion.

En otro estudio Arévalo-Pinzén y colaboradores (124) identificaron ocho péptidos
conservados con alta capacidad de unién (HABPs) a células HeLa y HepG2 (34874,
34882, 34885, 34893, 34893, 34898, 34899, 34901, 34916) para la proteina SIAP-1 y un
solo péptido (36879) que se une a las dos lineas celulares para la proteina SIAP-2.
Adicionalmente, mostraron que estos cHABPs tienen de 900,000 a 3,500,000 de sitios de
unién por célula y que todos presentan una cooperatividad positiva ya que maostraron
coeficientes de Hill mayores que 1 (124).

Estos cHABPs, derivados de las proteinas SIAP-1 y -2, mostraron tener alta afinidad por
receptores que contienen sulfato de coindritina en las células HeLa y una combinacion de

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

regiones a-helicales y otros son “random”.

Adicionalmente, Arévalo-Pinzén (124) afirma que los HABPs encontrados pertenecientes
a estas proteinas corresponden a regiones especificas las cuales reconocen y se unen a
los receptores sobre la superficie de la célula, sugiriendo que estas moléculas son un

blanco atractivo para bloguear interacciones parasito-hospedero.

Por lo anterior, péptidos nativos de estas proteinas y alguno(s) de sus modificados fueron
el objeto de caracterizacion estructural e inmunoldgica en este trabajo, por ser altamente

susceptibles de ser incluidos en una vacuna antimalarica.

7.3. Resultados y Discusién

De los péptidos previamente identificados como cHABPs por Arévalo-Pinzén vy
colaboradores en 2011 (124), se escogieron el 34874, 34893, 34898 y 34899 derivados
de SIAP-1vy el 36879 proveniente de SIAP-2.

7.3.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion d e los péptidos

Proteinas SIAP-1y SIAP-2

Los péptidos 34874, 34893, 34898 y 34899 de SIAP-1y 36879 derivado de SIAP-2 (Tabla
15), fueron sintetizados por la metodologia de sintesis en fase solida usando la estrategia
t-Boc (64), obteniendo que el proceso de sintesis fue exitoso ya que los cromatogramas
adquiridos por CLAE-FR analitica 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 anlisis por *H-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 tedrico (2358.00)

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

sintetizados, caracterizados y purificados.

Familia Péptido Secuencia
34874 NDRDINTHSVLPEVENVIERY
SIAP-1 34893 KVQGLSYLLRRKNGTKHPVY
34898 VSAYAHDKNPAEDFAESMAT
34899 YVLNSKLLNSRSFDKFKWIQ
SIAP-2 36879 LLLYSTNSEDNLDISFGELQ
a) b)
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Figure 40. Caracterizacion del péptido purificado 34893. a) Cromatograma obtenido por CLAE-FR.
b) Espectro de masas obtenido por MALDI-TOF

7.3.2. Disefio de péptidos modificados

Como se mencioné en el capitulo anterior, se tiene conocimiento que los péptidos
conservados de alta uniéon a la célula hospedera no son inmunogenicos, ya que no
inducen anticuerpos y tampoco inducen proteccion contra la enfermedad cuando son
inoculados en el modelo animal (10), para cambiar su comportamiento inmunolégico se
deben hacer reemplazos de alguno(s) de los aminoacidos criticos, siguiendo las reglas
reportadas por nuestro grupo en diferentes articulos (3, 8-10), las cuales estan descritas
en el capitulo anterior. Entonces, solo se disefiaron 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 sintesis, purificacion y caracterizacion de los péptidos modificados se logro

obtener el péptido deseado en cada caso, ya que en sus cromatogramas solo se observo
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la presencia de una especie la cual por espectrometria de masas corresponde al peso

molecular esperado.

Tabla 16. Secuencias de los cHABPs y sus correspondientes mHABPSs provenientes de
las proteinas SIAP-1y SIAP-2

Proteina Péptido Secuencia

34893 KVQGSYLLRRKNGKHPVY
38160 KTQGISYHLRRKNGKHPVY
38162 KTQGISYHLRRKNGKHPVY
38894 KTQGISLHLRRKNGKHPVY
38896 KTQGISLHLRRKNGKHPVY

SIAP-L 38898 KTQGHSHLRRKNGKHPVY
34899 YVLNSKLLNSRSFDKFKWIQ
38164 YVLNSKLLNDRSFDKFKWIQ
38166 YVLNSKLIHNSRSFDKFKWIQ
38168 YVHNSKLIHNDRSFDKFKWIQ
36879 LL LYSTNSEDNLDISFGELQ
38154 YST NSECNLDIAFGELQLYE

SIAP-2 38156 L HYSTI SQINLDISFGELQ

38882 L HYSTI SVDNLDISFGELQ
38884  GLHYSTDSQMNLDISFGEL
38886 GLHYSTDSVPNLDISFGEL

7.3.3. Determinacion de la Estructura Tridimensio  nal

Como se menciondé en el capitulo anterior y en la seccion de metodologia la
determinacion de la estructura 3D de los cHABPs y los mHABPs derivados de estas
proteinas se realizé por dicroismo circular, por *H-NMR y célculo de estructura.

En este capitulo también se usa el DC como un andlisis previo para determinar si el
péptido presenta algun tipo de estructura secundaria o son estructuras desordenadas,
luego se procede a determinar esta estructura y la region de amino&cidos involucrados en
dicha estructura por medio de 'H-NMR; vale la pena aclarar que se presentan casos que
asi el péptido tenga estructura secundaria predominante, no se pudo realizar el estudio
por *H-NMR debido a que algunos péptidos son insolubles en el solvente y en la

concentracion requerida para realizar dicho analisis.
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7.3.3.1. Proteinas SIAP-1y -2

7.3.3.1.1. Determinacion de la estructura de los  cHABPs 34874, 34893, 34898, 34899
derivados de SIAP-1y 36879 de SIAP-2.

7.3.3.1.1.1. Dicroismo Circular

La caracteristica estructural para estos 5 péptidos fue evidenciada por la presencia de un
maximo de absorcion en 190 nm y dos minimos en 222 y 208 nm (Figura 41), los cuales
indican la presencia de regiones a-hélice, lo que se confirma con los datos obtenidos de la
deconvolucion utilizando los programas SELCON3, CDSSTR y CONTINLL (106). Por otro
lado, debido a la intensidad de las sefiales se puede decir con un 97% de exactitud que la

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

a) SIAP-1 b) SIAP-2
3000001 1000001 «==36879
—34874 —34898
) 200000+ ‘ 34893 34899 500004

£ 1000001 \| o
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Figura 41. Espectros de DC con sus respectivos minimos y maximos de absorcion de los péptidos
34874, 34893, 34898 y 34899 de SIAP-1y 36879 de SIAP-2.

Ahora bien, conociendo que estos péptidos muestran alto contenido de estructura
secundaria, se sigui6 con el anélisis o determinacion de su estructura por medio de 'H-
RMN vy de calculo 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 metodologia propuesta por Withrich (75), se llevd a cabo la
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identificacion de los sistemas de spin de cada amino&cido que constituyen los péptidos y por
ende, para cada hidrégeno se obtuvo su desplazamiento quimico, los cuales fueron
consignados en tablas. Como ejemplo se muestra la tabla de desplazamiento quimico del
péptido 34893 (Tabla 17).

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

Péptido 34893

AA HN Ha HB Otros (Hy, H6, He)

K 1,66; 1,66 Y(CH2)=1,50; 1,50 ©&(CH2)=1,74; 1,74 &(CH2)=2,96; 2,96
Vv 8,370 3,54 1,90 Y(CH3)=0,79; 0,79

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

G 8,220 3,86 -

L 7,875 4,04 1,51; 151 6(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 yH=1,71 §(CH3)=0,75; 0,75

L 7,441 4,03 1,52; 1,52 6(CH3)=0,78; 0,78

R 8,057 3,88 1,52; 1,52 6(CH2)=2,96; 2,96

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

K 8,081 3,97 1,70; 1,70 Y(CH2)=1,56; 1,56 6(CH2)=1,74; 1,74 &(CH2)=2,91; 2,91
N 8,020 4,52 2,67; 2,67 YNH2=7,45; 6,99

G 7,965 3,78 -

T 7,719 4,15 3,91 Y(CH3)=1,04

K 7,951 3,94 1,60; 1,60 Y(CH2)=1,51; 1,51 &(CH2)=1,70; 1,70 6(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 YCH2)=1,80; 1,68 6(CH2)=3,57; 3,49

Vv 7,934 3,91 1,86 Y(CH3)=0,76

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

Por otro lado, el estudio de la variacion en el desplazamiento quimico de los protones NH
amidicos con la temperatura (285, 295 y 305 K) dio como resultado bajos coeficientes de
temperatura para 34874, 34893 y 34899, lo que se interpretdé como un indicio de que
dichos protones estan involucrados en un puente o enlace de hidrégeno 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

ningan aminoacido involucrado en enlace de hidrégeno.

7.3.3.1.1.2.2. Asignacién de NOEs secuencialesy 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 (Hai-HNi+1) y

correlaciones a través del espacio NOEs de medio rango como (Hai-HNi+2), (Hai—
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HNi+3), (Hai-HNi+4) y (Hai—HBi+3), sugirieron la presencia de regiones a-helicales.
Entonces, para el péptido 34874 se encontré una a-hélice entre los residuos V10 y R20;
para 34893 y 34898 se encontraron dos regiones de a-hélice de L5 a L8, R10 a G14 y
entre S2-K8 y E12-A19, respectivamente; y el 34899 tiene una a-hélice entre los residuos
V2-Q20 (Figura 42).

Péptido 34874 Péptido 34893
1 5 10 15 20 1 5 10 15 20
NDRD I NTHSVLPEVENVI ERY K VQGLSYLLRRKNGTH KUHDWVY
daN daN
d NN d NN
— — —— I —
d aN(,i+3) — d aNG,i+3)
d anGi+4) d an(ii+4)
d ap(ii+3) — —
dap(ii+3) —
d aN(i,i+2) — — —
ASHN/AT * % d aN(,i+2) —_— I —
ASHN/AT * *
Péptido 34898 Péptido 34899
T 5 o I 2 T 5 10 15 20
Y VL NSKLLNSRSFDIEKEFKWI Q
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daN

d NN
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daNn(,i+4)

d an(ii+4)

dapii+3) d ap(ii+3)

d an(i,i+2)

d aNn(,i+2)

ASHN/AT * * * x x

Figura 42. Diagrama de conectividades para 34874, 34893, 34898 y 34899 derivados SIAP-1. El
grosor de las lineas indica la intensidad del NOE. * indica los aminoacidos involucrados en enlace

de hidrégeno.

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

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

7.3.3.1.1.3. Caélculo de estructura

Después de realizar el célculo de estructura para cada péptido gracias a los resultados
obtenidos de violacion de angulo y distancia, a los valores bajos de energia y de RMSD
en el momento de la superposicion del backbone de las estructuras seleccionadas sobre
la estructura consenso (Tabla 18), estos resultados sugieren que la a-hélice es la
estructura secundaria preferencial de 34874, 34893, 34898 y 34899 (Figura 43), lo que
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corrobora los resultados obtenidos por *H-RMN. Los angulos 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 calculo de estructura para 34874, 34893, 34898 y 34899

Péptido Caracteristicas . NQES Familia Superposicion RMSD Max. Viol. . Max. Viol.
estructurales iniciales confor. de NOE ( A) de angulo

34874 a-hélice V10-R20 186 21 V10-Y21 0,17 0,35 2,0

34893 a-helix L5-L8; R10-G14 198 21 L5-G14 0,20 0,30 2,2

34898 a-helix S2-K8; E12-A19 177 21 Y4-A19 0,52 0,28 2,0

34899 a-hélice V2-Q20 228 15 V2-Q20 0,35 0,35 2,5

Familia confor: NUmero de estructuras seleccionadas en la familia

a) b)
34874

a-hélice V10-R20

34893

a-hélice L5-L8; R10-G14

a-hélice $5-K8; E12-A19

34899

a-hélice V2-Q20

Figura 43. a) Familia de estructuras seleccionadas para 34874, 34893, 34898 y 34899 en donde se
observa su region a- helical, b) estructura consenso (la de mas baja energia y que cumplié con los

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

De los péptidos disefiados (Tabla 16) solo se realiz6 la determinacion de la estructura 3D
por DC y *H-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 concentracion requerida para los andlisis por estas dos técnicas.
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Por otro lado, se realizé el analisis 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 determinacion de la estructura por *H-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 analisis.

7.3.3.1.2. Determinacion 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. Dicroismo 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 a-hélice, ya
gue como se muestra en la figura 44b se observan las bandas caracteristicas para este
elemento estructural, un maximo en 190 nm y dos minimos en 208 y 228 nm. Este
comportamiento a-helical para estos péptidos también se observo en la deconvolucién 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 absorcion

gue muestra en 202 nm (Figura 44b).

a) SIAP-1 b) SIAP-2
400000+ 0
] — 38162 1500001 —38154 1 B
300000 s 1000000 i ‘
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w 0\/_/—/“ 2 50000/ i \'\ /’/
0-100000- _ d - 1 \ /
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20000055500 210 230 230 240 280 26 2500020 210 230 280 2k 230 280
-3000C 00 260 2|10 2\20 25&0 2&0 250 260 190 200 210 220 230 240 250 260 5
Wavelenght (nm) Wavelenght (nm) Wavelenght (nm)

Péptido A
38162 190 nm 222, 206 nm
38166 190 nm 222, 208 nm

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. 'H-Resonancia Magnética Nuclear

Como se menciond anteriormente se realiz6 la determinacion de la estructura 3D de los
mHABPS 38162 y 38166 derivados de SIAP-1 mediante esta técnica.

Asignamiento y asignacién de NOEs secuenciales y de media distancia

El estudio de los espectros COSY y TOCSY permitié determinar el sistema de spin de
cada aminoéacido y el desplazamiento quimico de cada hidrégeno presente en la cadena
peptidica de los mHABPs 38162 y 38166.

El estudio de los coeficientes de temperatura mostro que los péptidos tienen aminoacidos
involucrados en enlace de hidrégeno, 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 andlisis de los espectros NOESY de los dos mHABPS, se encontr6 la
secuencia peptidica debido a la presencia de NOES fuertes y medios del tipo Hai—-HNi+1,
adicionalmente, se determinaron interacciones o “cross-peak” entre hidrégenos como
consecuencia de efectos dipolares del tipo (Hai—-HNi+2), (Hai-HNi+3), (Hai—-HNi+4) y
(Hai—HBi+3) (Figura 45), estos NOEs sugirieron la presencia de estructura secundaria del
tipo a-hélice (75), lo cual se reafirma por los coeficientes bajos de temperatura en algunos
de los amino&cidos que estan involucrados en estos NOEs de medio rango y ademas

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

Péptido 38162 Péptido 38166

1 5 10 15 20 1 5 10 15 20
Y VLN SKLHNS SRSEFDIKEFKWI Q

KTQGHSYHLRRKNGVKHPWVY

daN

daN

d NN

d NN - —

d an(ii+3) pr— e d ani+3)

d an(,i+4) _— —_— d an(i+4)

d ap(ii+3) d ap(ii+3) —

d aN(i,i+2) d an(i+2) _— _— ——

ASHN/AT * * * * * ASHN/AT

Figura 45. Resumen de conectividades secuenciales y de medio rango para 38162 y 38166, el
grosor de las barras esta relacionado con la intensidad del NOE. Los valores menores a 4,5 en
coeficiente de temperatura estan indicados con asterisco en los aminoacidos que estan

involucrados en enlace de hidrégeno.
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Entonces, como resultado de este analisis se obtuvo que el 38162 tiene una a-hélice entre
los residuos T2-K16 y el 38166 mostro una region a-helical entre los aminoacidos L6-Q20,

y los dos péptidos tienen una pequefia region flexible hacia el amino y carboxi terminal.

7.3.3.1.2.3. Chélculo de estructura

Como en los casos anteriores después de realizar varios calculos para cada péptido, se
seleccion6 una familia de estructuras que cumplian con los datos derivados de *H-RMN y
el elemento estructural encontrado por esta técnica; adicionalmente, esta familia de
conférmeros poseen baja energia y en el momento de la superposicion sobre la estructura
consenso en la regidn estructurada los valores de RMSD fueron bajos, mostrando el buen
ajuste de las estructuras seleccionadas en cada familia (Tabla 19), el andlisis de los
angulos diedrales ¢ y y indicaron la presencia de regiones de a-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 andlisis por *H-RMN:; por lo tanto se afirma que la

estructura secundaria preferencial de estos mHABPs son a-hélice.

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

Péptido Caracteristicas . NQES Familia Superposicion  RMSD Max. Viol. . Max. Viol.
estructurales iniciales confor. de NOE ( A) de angulo

38162 a-hélice T2-K16 189 15 T2-K16 0,28 0,40 2,0

38166 a-helix L6-Q20 243 15 N4-Q20 0,30 0,30 2,0

Familia confor: NUmero de estructuras seleccionadas en la familia

38162

¢ \INALXAs

a-hélice T2-K16

38166

a-hélice L6-Q20

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

mas baja energia y que cumplié con los datos obtenidos por *H-RMN) de cada uno de los péptidos.
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7.3.4. Estudios Inmunolégicos

Como se mencion6é en la seccion de metodologia, para evaluar el comportamiento
inmunolégico de los péptidos derivados de estas proteinas se utilizé el suero obtenido de
los monos Aotus después de ser inmunizados con estos péptidos y las técnicas de ELISA,
IFl'y WB.

Entonces, los péptidos poliméricos modificados de los cHABPs 34893 y 34899 de SIAP-1
y 36879 de SIAP-2, cuyos numeros de identificacion y secuencias se observan en la tabla
13, fueron inoculados en micos Aotus, ademéas se tomaron muestras de sangre en dias
especificos (esquema de inmunizacién y sangria ver seccion materiales y métodos de
este escrito o ver la misma seccidn en el anexo 7) con las que se realizaron los analisis
inmunoldgicos.

Lo que se observo es que solo los mHABPs 38162 (34893), 38166 (34899) de SIAP-1y
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 mMHABP
38162 tienen bajos anticuerpos de 1:80 en las dos primeras dosis, o que podria sugerir
una baja concentracion de péptido inoculado, luego se observa que después de la tercera
inmunizacién hay un aumento de estos anticuerpos a 1:160 debido posiblemente a que
con cada dosis inoculada se va presentando una acumulacién del péptido en el
organismo, adicionalmente, como se sabe cuando es reiterado el ingreso de un antigeno
la intensidad de la respuesta inmune aumenta (126); mientras que 38166 después de- las
3 inmunizaciones solo se observé respuesta en uno de los micos, el cual mostro bajos
anticuerpos (1:80), lo que también puede estar relacionado con una baja concentracion de
péptido inoculado o la misma naturaleza del péptido, lo cual, como se sabe, estos dos
puntos estan relacionados con la intensidad y caracteristicas de la respuesta

inmunoldgica (126).

Por otro parte, existe un alto reconocimiento en 5y en 6 de los 8 micos inmunizados con
los mHABPs 38162 y 38166 respectivamente, del fragmento Il de la proteina
recombinante de SIAP-1 (rSIAP-1-RIl) en el cual estan localizados los péptidos 34893 y
34899, lo que fue evaluado por ELISA y se muestra en la figura 2C del anexo 7, también

se observo que los anticuerpos inducidos contra 38162 y 38166 reaccionaron con rSIAP-
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1-RIl 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
pequefias estructuras intracelulares (posiblemente micronemas), las cuales son
reconocidas dentro de los esporozoitos (Figura 2A, anexo 7, fluorescencia roja). Ademas,
se observo fluorescencia sobre la superficie de la membrana para ambos péptidos (Figura
47), de manera similar al patron de fluorescencia que muestra el péptido modificado
24258 derivado de la proteina 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
localizacién de SIAP-1 y SIAP-2 en los micronemas que luego debe ser transportada
hacia la superficie del esporozoito, este comportamiento también fue observado por
Arévalo-Pinzon en 2011 (124) y por Siau en 2008 el cual sugiri6 que debido a su
localizacién sobre la superficie del esporozoito es una proteina involucrada en la invasion
a la célula hospedera (122).

Por lo mencionado anteriormente, estos péptidos modificados derivados de SIAP-1
(38162 y 38166) y de SIAP-2 (38156) serian buenos candidatos para ser incluidos en una

vacuna contra la malaria ya que podrian estar involucrados en el proceso de invasion.

Siap-1 Siap-2

38162 38156

Figura 47. Inmunofluorescencia con sueros que tienen titulos de anticuerpos producidos en Aotus
inmunizados con los mHABPs 38162 (SIAP-1) y 38156 (SIAP-2) mostrando reactividad sobre la

superficie del esporozoito.

Ahora bien, con respecto al comportamiento inmunolégico del péptido modificado 38156
(36879) derivado de SIAP-2, se observd 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 proteina
recombinante de SIAP-2 (rSIAP-2) en el suero de 5 de los 8 micos inmunizados (Figura
2C, anexo 7).

El andlisis del WB para 38156 revelo que el suero del mico que produjo anticuerpos
reconocio 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
evalu6 por WB la reactividad de los sueros obtenidos de ratones inmunizados con dos
mezclas de péptidos los cuales correspondian a epitopes B predichos por Bcepred, la
mezcla A contenia 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 proteina y los residuos de carbohidratos de la resina de la columna de
purificacion (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. Relacion estructura-funcion

Respecto a la asociacidbn entre la estructura que presentaron tanto los péptidos
conservados como los péptidos modificados y su comportamiento inmunolégico se
tuvieron en cuenta varios aspectos: 1) las caracteristicas estructurales de cada uno de los
péptidos, 2) los resultados de inmunogenicidad, 3) unién por prediccion a moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase 1l (CMH-I1) que en el humano corresponde al
antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en ingles).

Ahora bien, como se mencion6é 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 cambié L5 por H, L8 por H 'y T15 por V en
38162, teniendo como consecuencia la modificacion de la estructura, al comparar los dos
péptidos, el 34893 tiene 2 fragmentos a-helicales entre L5-L8 y R10-G14 (Figura 43)
mientras su modificado 38162 presentd un solo fragmento de a-hélice entre el T2-K16

(Figura 46), como se advierte la hélice aumenté de longitud en el péptido modificado.
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Uno de los puntos que més llama la atencion, es que justamente dos de los reemplazos
de aminoacidos se realizaron tanto, en el residuo que inicia como en el que finaliza el
primer segmento a-helical del 34893. Este cambio de L por H hacia la parte N-terminal del
péptido modificado (38162) favorecio la elongacion de la hélice desde el amino-terminal
hasta la region central de la cadena peptidica, en lo cual probablemente colabor6 la
presencia de la histidina en esta region (N-ter), ya que segun lo explica Richardson (86)
en su libro, la presencia de histidina en la parte N-terminal favorece la formacion de a-
hélice mas que la leucina. Por otra parte el reemplazo de T por V también indujo
alargamiento de la hélice en dos residuos mas hacia el C-ter lo que sucedié posiblemente
por la presencia de la V, puesto que, este aminoacido favorece la formacion de la hélice

mas que la treonina (115).

Para el caso de 34899 y 38166 la diferencia en secuencia es solo de un aminoacido de L8
por H, pero que logro disminuir la longitud de la a-hélice en el mHABP, ya que en el
cHABP no inmunogénico 34899 la hélice abarca de V2 hasta Q20, mientras que la regién
helical en el mHABP 38166 esté localizada entre los residuos K6-Q20, el efecto que tuvo
la histidina en este péptido modificado fue contrario a lo que sucedié en 38162 quizas
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
determinacion por *H-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 repulsion con la H y por lo tanto, se desestabilice la hélice hacia el N-ter, cuyo

resultado seria el acortamiento de la longitud de la a-hélice.

Adicional a las modificaciones estructurales en estos péptidos como resultado de los
reemplazos de los aminoacidos, también existen implicaciones biolégicas asociadas a su
comportamiento inmunolégico, el cual se sugiere esta relacionado con su unién a las
moléculas del CMH-II (120), por consiguiente se realizé la prediccién (NetMHClIpan 3.0
sever (117)) del posible alelo HLA-DRB1* al cual estos péptidos pueden unirse, para
34893 y 38162 el alelo mas favorecido fue el HLA-DR[B1*0802, para 34899 y 38166 el
alelo HLA-DRB1*0302 fue el elegido, estos alelos fueron los escogidos debido a que los
péptidos tienen los motivos y registros de union caracteristicos para estas moléculas (118,
128).

123



En consecuencia los 9 aminoacidos seleccionados como motivo y registro de unién 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-DRB1* 03, 11 y 08 debe estar en el rango de 20 + 1.5 A (3, 129) para que
haya un buen ajuste de los mMHABPs en el PBR de las moléculas CMH-II la distancia entre
los atomos mas distantes de los aminoacidos 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
encontré que para 34893 fue de 18,03 A mientras que para 38162 fue de 21,34 A (Figura
3C, anexo 6), esta ultima distancia se encuentra en el rango permitido para un adecuado

ajuste en el CMH-II.

Tabla 20. Registro de union para 34893 y 38162 cuando ajustan en HLA-DR[31*0802

Péptido/ ) Registro de Distancia
pocket Secuencia Unién (A)

PIPZPIPA PSS APTOA M

34893 KVQGLSYLLRRKNGTKHPVY YLLR=KN T 18.03
38162 - -- - H--H------  e—— YHLRRKN V 2134

Al mismo tiempo, analizando la orientacion de las cadenas laterales de estos 9
aminoacidos (Figura 3D, anexo 7) se encontré que la cadena de Y7 (“pocket” 1, fucsia),
de R10 (“pocket” 4, azul oscuro) y K12 (“pocket” 6, anaranjado) (Tabla 20) tienen una
mala orientacion en 34893 y que por el contrario estas cadenas tienen la orientacion
correcta en 38162 (130). Del mismo modo, las cadenas de los residuos que deben hacer
contacto con el RLT como L9 (posicion 3, azul turquesa) y N13 (posicion 7, gris) tienen
una orientacion no adecuada en 34893 mientras que en 38162 se observa su orientacion
apropiada (130).

En resumen, el hecho de que la distancia entre “pocket” 1 y 9 del mHABP 38162 fuera
3,31 A més 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-Il y las cadenas de las posiciones 3y
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7 estuvieran en la orientacion apropiada para interactuar con el RLT, lograron convertir el

38162 en un péptido inmunogénico.

Ahora bien, como se mencion6é 34899 y 38166 mostraron tener motivos de unién para
HLA-DRB1*0302, lo cual permitid definir que el registro de union para ambos péptidos
inicia en el aminoécido L7 (“pocket” 1,fucsia) y finaliza en K15 (“pocket” 9, verde) (Tabla
21); y que al realizar un analisis igual a lo anteriormente descrito para 34893 y 38162, se
encontré que la distancia que hay entre los atomos distantes de “pocket” 1y 9 para 34899
es de 18,02 A (Figura 3C, anexo 7) y de 19,43 A para su modificado 38166, esta distancia
se encuentra en el rango propuesto por Patarroyo en 2011 de ~20 + 1.5 A para mHABPs
(péptidos inmunogénicos) cuyo registro de union es el adecuado para el alelo HLA-
DRB1*03 (3), lo que sugiere que 38166 tiene un mejor ajuste en el PBR del CMH-II que
34899. En cuanto a la orientacion de las cadenas laterales de los 9 aminoacidos del
registro de union la mayor diferencia se observa en K15 correspondiente al “pocket” 9
(verde), encontrandose mal orientada en 34899 y bien orientada en 38166 (130) (Figura
3D, anexo 7).

Teniendo en cuenta que la modificacién de L8H influyo en la longitud de la regién helical
de 38166, que la distancia entre “pocket” 1 y 9 es 1,41 A mayor en 38166 y que la
orientacion de sus cadenas laterales en el registro de union en el PBR es aceptable,

convirtieron a este péptido en inmunogénico inductor de anticuerpos.

Tabla 21. Registro de union para 34899 y 38166 cuando ajustan en HLA-DR[(31*0302.

Péptido/ ) Registro de Distancia
pocket Secuencia Unién (A)

MPZPIN PSS EPTE M

34899 YVL NSKLLNSRSFDKFKWIQ LLNS s K 18.02
38166 --- - - --H-=------«---- LHNS 2SF K 1943

Por otro lado, Bermudez y colaboradores en 2014 (130) cuando realizaron ensayos de
inmunizacibn en monos Aotus con mezclas de péptidos modificados los cuales
individualmente eran inmunogénicos, observaron un fendmeno que esta relacionado con
la orientacion de la cadena lateral del residuo que se encuentra en la posiciéon 3
(apuntando hacia el RLT) de la secuencia de union al PBR, esta orientacion puede ser
gauche+ o0 gauche-. Cuando era gauche+ ellos observaron una fuerte actividad

inmunogénica (produccion de anticuerpos) en la mezcla, por el contrario cuando dicha
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orientacion fue gauche- se perdia completamente esta actividad, lo que sugiere que la
orientacion de la cadena del residuo en la posicion 3 (gauche+) es importante.

Por tal razon, para estudiar la orientacion de esta cadena lateral en los mHABPs
inmunogénicos 38162 y 38166 se analizé el valor de los angulos x1 (Tabla 22), en verde
se resalta el valor de x1 para el aminoacido de la posicion 3) y lo que se vio es que ambos
tiene valores en el rango de -120° a 0, rango que define la orientacion o el rotamero
gauche+ (131), por lo tanto al tener esta orientacién lo mas probable es que este residuo
presente una interaccion apropiada con el RLT; ademas, posiblemente son péptidos que
podrian ser usados en ensayos de inmunizacion en mezclas con otros mHABPS, ya que

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

Tabla 22. Valor del angulo x1 para los péptidos modificados 38162 y 38166 de los

aminoacidos que ajustan en el PBR.

V -1443 9 K -167,2
:posicion; AA:aminoacido

38166

P A 1
1 1 -65,4
2 2 -163,1
3 3 N
4 4 72,4
5 R -1711| |5 R 547
6 K -1597| |68 -1711
7 N -679| |7 F -817
8 G 8 D -1678
9
P

En sintesis los péptidos modificados 38162 y 38166 los cuales se obtuvieron por los
cambios de aminoacidos realizados en sus péptidos nativos 34893 y 34899
respectivamente, son inmunogénicos debido a su capacidad de producir anticuerpos
contra el parasito, gracias a un apropiado ajuste de estos péptidos en las moléculas CHM-
Iy por tanto una buena presentacion al RLT, lo que conlleva a la formacion y
estabilizacion del complejo trimolecular CMH 1l-péptido-RLT uno de los responsables de la

respuesta inmune (132, 133).
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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

guimicamente, 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 (a-hélice) en el
motivo y registro de unién al PBR del CMH-II, ya que como se ha reportado para tener
una mejor estabilizacion del complejo bimolecular CMH II-péptido, la conformacion del
péptido que se favorece en el surco de unién del CMH-II est4 asociada con la estructura
tipo poliprolina Il (PPII) (134) la cual tiene dngulos de torsion para ¢= -75 + 20° y para y=
145 + 25° (135), los cuales aseguran un perfecto ajuste en CMH-II gracias a la formacion
de varios enlaces de hidrégeno e interacciones de van der Waals entre el oxigeno y el
nitrdgeno del backbone del péptido con la cadena lateral de aminoacidos conservados de
las cadenas a y 3 del CMH-II (1, 116) para inducir una alta respuesta inmunolégica (120).
Entonces lo que se propone es que se deben seguir haciendo modificaciones en los
aminoacidos criticos en la union al CMH-II tratando de buscar que la conformacion del
péptido resultante sea o tienda a (PPIl), o que se produzca un acortamiento en la a-
hélice dejando regiones mas 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, *H-RMN y célculo de estructura se determind la estructura
secundaria preferencial para péptidos nativos y modificados derivados de las proteinas
SIAP-1y SIAP-2

El analisis por *H-RMN y célculo de estructura muestra que ciertos cambios en residuos
especificos 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 orientacién 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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conformacion de la cadena lateral del amino&cido en posicion 3 sea gauche+, permiten a
los péptidos modificados un mejor ajuste en el CMH-II favoreciendo la formacion
adecuada del complejo trimolecular CMH Il-péptido-RLT y por lo tanto el inicio de una

respuesta inmune.

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

anticuerpos con su actividad inmunoldgica.

Se sugiere que los mHABPs 38162 y 38166 pueden ser blancos potenciales para ser
incluidos como componentes de una vacuna basada en subunidades sintetizadas

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

Los resultados de este capitulo generaron una publicacién la cual se encuentra en el

anexo 7:

Alba MP, Almonacid H, Calderén D, Chacén 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 proteinas SPECT-1 y -2 y SIAP-1 y -2 son importantes para la supervivencia del
parasito debido a que estan involucradas en el paso a través de las células del hospedero
humano y en la invasién del Plasmodium a la célula hepéatica. En este estudio, se
encontr6 que algunos cHABPs 33372, 33375, 34936, y 34938 pertenecientes a las
proteinas SPECT-1 y -2, estan posiblemente involucrados con la unién y formacién de
poros sobre la membrana de las células hospederas, ayudando al esporozoito a abrirse
paso través de las células “cell-traversal” del hospedero y asi alcanzar las células
hepaticas. Esta funcion de las proteinas SPECT-1y -2 y de SIAP-1y -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 unién (cHABPSs) a las células hospederas ya
que estos son blancos antigénicos debido a la funcién que tienen durante la infeccion,
razén por la cual son no inmunogénicos. Para cambiar este comportamiento inmunolégico
se reemplazaron ciertos aminoacidos criticos del cHABP convirtiendo los nuevos péptidos
en inmunogénicos.

En este trabajo se encontré que al realizar los cambios en aminoacidos especificos, el
resultado obtenido fue una modificaciébn 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 PPII_ acompafiada de regiones helicales
cortas como en 38128 (34949, SPECT-2). Estos cambios estructurales estan 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 unioén correcto para las moléculas HLADRB1*, una distancia
apropiada entre el aminoacido que entra en el “pocket” 1 y el “pocket” 9, una adecuada
orientacion de las cadenas laterales de los aminoacidos que hacen contacto con los
CDRs del RLT, todo esto junto conlleva a que ocurra la formacién y estabilizacion del
complejo trimolecular CMH Il-peptido-RLT, uno de los desencadenantes de la respuesta
inmunitaria. Lo anterior sugiere que los mMHABPs 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 relacion entre la estructura de dichos péptidos con su actividad
inmunoldgica, lo que permite avanzar en el disefio racional de vacunas eficaces

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

Los mHABPs pertenecientes a las proteinas SPECTs y SIAPs que individualmente son
inmunogénicos deben ser incluidos junto con otros mMHABPSs 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 inmunolégico.

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

Para obtener péptidos con una mejor respuesta inmune, se recomienda realizar ensayos
de unién de los péptidos modificados a moléculas HLADRB1*. Porque sabiendo cual es el
alelo de mayor afinidad se pueden realizar nuevos reemplazos de aminoéacidos en los
péptidos, con la finalidad de obtener un mejor ajuste de estos en las posiciones
especificas de interaccion con los “pockets” 1, 4, 6 y 9, lo que permitira una mayor
interaccion entre el péptido y el surco de union del CMH clase I, lo que conllevard a una

mejor presentacion al RLT.

Evaluar la respuesta inmunitaria mediante la medicion de citoquinas en los sueros de los
monos Aotus inmunizados con los mHABPs que indujeron anticuerpos en el modelo

animal.
Disefiar péptidos modificados a partir de los otros cHABPs que no se estudiaron aqui y

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

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

Durante el periodo de tiempo en el cual se desarroll6 este trabajo de investigacion, se
generaron otras publicaciones que si bien, no estadn relacionados directamente con
péptidos derivados de las proteinas involucradas en este estudio, contribuyen al
conocimiento de la biologia del parasito, a la busqueda de nuevos blancos antigénicos y a
establecer nuevas reglas que permiten dia a dia avanzar en el desarrollo de la vacuna
guimicamente sintetizada, multi-epitope y multi-estadio que se viene desarrollando en la
FIDIC contra la malaria. El trabajo de investigacion relacionado con estas publicaciones

ayudo tanto a mi formacion académica como la de investigador.

A continuacién se presenta un resumen de estas publicaciones y en el capitulo de anexos

se encuentran los articulos 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 1l (PPIIL)-like structures which can modulate an immune response due to fitting
perfectly into the HLA-DRB1* 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. PL0S
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 (GACXPxXRRxXLC); 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 (¢) and psi (y) angles. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 2012. 429: 81-86. (Anexo 9)

Abstract

“The importance of CSP- and STARP-derived ¢ and g 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 Il (PPII(L)) structures whilst others had
right-hand-like a-helix (a(R)), thus allowing mHABPS to fit better into MHCII molecules and
thereby form an appropriate pMHCIlI 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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