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RESUMEN

SPECT-1y -2 y SIAP-1 y -2 son proteinas pertenecientes al esporozoito de Plasmodium
falciparum causante de la malaria més agresiva en los humanos. Estas proteinas estan
involucradas en el paso del parasito a través de las células del hospedero humano y en la
invasion del hepatocito, haciéndolas blancos atractivos para ser estudiadas. Péptidos
conservados de alta capacidad de unién (cHABPs) a células HeLa y HepG2 derivados de
estas moléculas son no inmunogénicos porque son incapaces de generar una respuesta
inmunitaria, pero son claves para el parasito porque cumplen una funcién importante
durante la infeccién del hospedero humano. En este trabajo se encontré que algunos
cHABPs pertenecientes a las proteinas SPECT-1 y -2, estdn posiblemente involucrados
con la union y formacién de poros sobre la membrana de las células hospederas,
ayudando al esporozoito a abrirse paso través de las células del hospedero.

Por otro lado, con el fin de cambiar el comportamiento inmunolégico de cHABPs
derivados de SPECT-1 vy -2 y SIAP-1 y -2, se obtuvieron nuevos péptidos mediante el
reemplazo de aminoacidos criticos por otros residuos cuya masa molecular sea similar,
pero diferente en su polaridad. En este trabajo se reporta que dichas modificaciones
promovieron cambios en la estructura secundaria (determinada por DC o *H-RMN) de los
péptidos modificados (MHABPs) cuando se compar6 con la estructura de los cHABPs
nativos; adicionalmente, estos mHABPs invirtieron su comportamiento inmunolégico
convirtiéndose en péptidos inmunogénicos inductores de anticuerpos. Lo que permite
establecer la existencia de una relacion entre la estructura que adoptan estos mHABPs
con su actividad inmunoldgica.

Ademas, algunos de los mHABPs estudiados aqui, pueden ser candidatos a ser incluidos
en la vacuna contra la malaria quimicamente sintetizada multi-epitope y multi-estadio que

se esté desarrollando en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC).
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Summary

SPECT-1 and -2 and SIAP-1 and -2 are Plasmodium falciparum sporozoite proteins
causing the most aggressive form of malaria in humans. These proteins are involved in the
parasite’s human host cell traversal and the invasion of hepatocytes, making them
attractive targets for study. Conserved peptides having high binding (cHABPs) affinity for
HelLa and HepG2 cells derived from these molecules are not immunogenic because they
cannot induce an immune response but are key for the parasite to play a significant role
during the infection of a human host.

The present work reports the finding that some SPECT-1 and -2 protein cHABPs are
possibly involved in binding and pore formation on host cell membrane, thereby helping
sporozoites regarding host cell traversal.

New peptides were obtained by replacing critical amino acids by other residues having
similar molecular mass but different polarity aimed at changing SPECT-1 and -2 and SIAP-
1 and -2 derived-cHABPs’ immunological behaviour. CD or *H-NMR determined that such
modifications promoted changes in modified peptide (mHABP) secondary structure
compared to that of native cHABPs. These mHABPs immunological behaviour also
became inverted, making them become antibody-inducing, immunogenic peptides. FIDIC's
search for a multi-stage, multi-epitope, chemically-synthesised anti-malarial vaccine has
led to establishing a relationship between mHABP structure and their immunological

activity, meaning that some mHABPs studied here could be candidates for such vaccine.
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1. INTRODUCCION

La situacion mundial con respecto a la malaria muestra que cerca de 300 millones de
personas desarrollan la enfermedad y aproximadamente 700 mil de ellas mueren cada
afio (1). Este panorama empeora rapidamente como consecuencia de la ausencia de
nuevas alternativas terapéuticas, del desarrollo de resistencia por parte del Plasmodium a
los medicamentos existentes en las areas donde la malaria es frecuentemente trasmitida,
la resistencia del mosquito vector a los insecticidas, de las condiciones socioeconémicas
de las poblaciones en riesgo, del cambio climético y la falta de una vacuna eficaz contra

esta enfermedad (1, 2).

Esta situacion ha estimulado la busqueda de diferentes opciones para el control de la
enfermedad, como por ejemplo, la investigacion del desarrollo de medicamentos
antimalaricos mas eficaces y una de las alternativas mas prometedoras es el desarrollo de
una vacuna que incluya diferentes proteinas (multi-antigeno 6 multi-epitope) derivadas de
los distintos estadios del parasito (multi-estadio) (3, 4), podria ser una estrategia

conveniente para prevenir y controlar la enfermedad.

Por consiguiente, la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) viene
trabajando desde hace algunos afos en el desarrollo de una metodologia légica y racional
para la obtencién de una vacuna sintética multi-estadio, multi-epitope y completamente
eficaz contra la malaria. Teniendo claro que las vacunas sintéticas basadas en péptidos
son especificas, ya que una vez ubicados los epitopes responsables de la repuesta
inmunitaria, estos pueden ser incluidos en el disefio de las vacunas, las cuales son mas

seguras que las basadas en microorganismos y mas estables a temperatura ambiente (5).

En el desarrollo de esta metodologia, en la FIDIC se ha implementado un método que
permite identificar regiones conservadas de proteinas involucradas en los procesos de
invasioén. La generacién de anticuerpos contra estas regiones conservadas permite el
blogueo de la interaccion receptor-ligando entre el merozoito y el glébulo rojo, entre el
esporozoito y células HepG2 y Hela inhibiendo de esta manera la entrada del parasito a
la célula. Gracias a esto se han identificado péptidos conservados (sin variabilidad
genética) con alta capacidad de unién (Conserved High Activity Binding Peptides -

cHABPSs) a globulos rojos (6), a células HepG2 y a células HelLa (7, 8). Asimismo, se han
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identificado los residuos o aminoacidos criticos en la unién de estos péptidos a las células

blanco, los cuales como se menciona mas adelante deben ser reemplazados.

En ensayos inmunoldgicos, estos péptidos conservados o nativos (cHABPS) demostraron
ser no inmunogeénicos, ni protectivos contra la malaria en el modelo del mono Aotus (3, 8).
Para cambiar este comportamiento inmunolégico, la estrategia consiste en modificar las
propiedades quimicas de estos péptidos reemplazando los aminoacidos criticos para la
unién por otros aminoacidos cuya cadena lateral sea similar en masa molecular, pero
diferente en cuanto a polaridad (péptidos modificados, mHABPS) asi, algunos de estos
cambios son: F—R; W—Y; L—H; P—D; M—K; C—T o V; Q—E, A—S (3, 9, 10).

Adicionalmente, teniendo en cuenta que en estudios previos se ha observado la
importancia de las modificaciones estructurales sobre los péptidos conservados para
inducir proteccidn, el conocimiento de la estructura 3D de esos antigenos es esencial para
contribuir al entendimiento de mecanismos de proteccion. Entonces, en la busqueda de
una asociacion entre la actividad inmunolégica y la estructura tanto de los péptidos
nativos como de los péptidos modificados, en la FIDIC se ha determinado la estructura 3D
de dichos péptidos mediante la técnica de resonancia magnética nuclear de hidrégeno
(*H-RMN) y célculo de estructura (11-14).

Por otra parte, se sabe que la etapa pre-eritrocitica (esporozoito) del parasito que es la
menos estudiada, es clinicamente silenciosa pero fundamental en el establecimiento de la
infeccidn en el hospedero mamifero (15), sabiendo que es la primera etapa de la infeccion
por Plasmodium debe ser la primera en ser bloqueada por un tratamiento efectivo y el
primer blanco potencial de una vacuna eficaz que inhiba la invasién y bloquee el

desarrollo de la enfermedad.

Con en el fin de contribuir al conocimiento de la etapa pre-eritrocitica y a la busqueda de
péptidos que puedan ser incluidos en la vacuna que se desarrolla en la FIDIC, en este
trabajo se estudiaron las proteinas del micronema del esporozoito esencial para el paso a
través de las células -1 y -2 (Sporozoite Microneme Protein Essential for Cell Traversal-1
and -2 -SPECT-1 y -2) y las Proteinas Asociadas con Invasion del Esporozoito -1 y -2
(Sporozoite Invasion-Associated Proteins -1 and -2 -SIAP-1 y -2) pertenecientes a este

estadio, las cuales estan involucradas en el proceso de movilidad del parasito desde las
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células de la piel del hospedero humano hasta las células hepéticas, y en el proceso de
invasion del esporozoito al hepatocito (16). Se realizd la caracterizacion estructural de
algunos de los péptidos conservados de alta capacidad de unién de las proteinas SPECT-
1y -2, SIAP-1y -2, y de alguno(s) de sus péptidos modificados estratégicamente que
indujeron inmunogenicidad. Se encontraron cambios en la estructura tridimensional de los
péptidos modificados inmunogénicos con respecto a los péptidos conservados (no
inmunogénicos), lo que permitié indirectamente encontrar una relacion entre la estructura
3D de dichos péptidos con su actividad inmunoldgica; adicionalmente, se encontré que
algunos cHABPs pertenecientes a SPECT-1 y -2 estan localizados en regiones
importantes de las proteinas necesarias para cumplir su funcion como la formacién de
poros sobre la membrana de la célula hospedera, lo anterior sugiere que alguno de ellos
pueden ser posibles candidatos a ser incluidos en la vacuna contra la malaria que se

viene desarrollando en nuestro instituto.
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2. HIPOTESIS

La actividad inmunolégica de péptidos modificados racionalmente a partir de péptidos
conservados derivados de las proteinas SPECT-1 y -2 y SIAP-1 y 2 de Plasmodium
falciparum con alta capacidad de unién a sus células blanco, esta relacionada con
cambios en la estructura 3D de dichos péptidos con respecto al péptido conservado o

nativo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Generales

Determinar la estructura tridimensional e inmunogenicidad de péptidos (cHABPs y sus
modificados), derivados de las proteinas SPECT-1 y -2 y SIAP-1 y -2 con el fin de
encontrar una relacion entre la estructura 3D y su actividad inmunoldgica; y asi establecer
si pueden ser incluidos en una vacuna contra la malaria causada por Plasmodium

falciparum.

3.2. Objetivos Especificos

- Sintetizar, purificar y caracterizar péptidos nativos derivados de las proteinas
SPECT-1y-2y de SIAP-1y-2

- lIdentificar los péptidos conservados de alta capacidad de wunién (no

inmunogénicos) a células HeLa

- Disefiar, sintetizar, purificar y caracterizar péptidos modificados de las proteinas
SPECT-1y-2y de SIAP-1y-2

- Evaluar la inmunogenicidad de los péptidos modificados

- Determinar la estructura de los péptidos conservados (nativos) y sus modificados.

- Obtener los modelos tridimensionales de los péptidos nativos y modificados.
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Analizar la relaciébn de la estructura 3D de los péptidos estudiados con su

inmunogenicidad (relacion estructura-funcion).
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4. ESTADO DEL CONOCIMIENTO
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4. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

En esta seccién se incluye una vista general de temas y conceptos fundamentales en el

desarrollo de este trabajo.

4.1. La malaria

Las enfermedades parasitarias como la malaria siguen siendo un problema de salud a
nivel mundial, especialmente en las regiones mas pobres del planeta como lo corroboran
los datos recopilados en 2014 en el informe anual que entrega la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) acerca de la mortalidad y morbilidad asociada con ella. En este reporte la
malaria es catalogada como una enfermedad endémica en 97 paises alrededor del mundo
(Figura 1); adicionalmente, reportan que cerca de 3000 millones de personas viven en
riesgo de adquirirla; ademas que se presentan aproximadamente 283 millones de casos

clinicos y 755 mil muertes anualmente (1).

La malaria es una enfermedad aguda causada por protozoarios del género Plasmodium.
Las especies de Plasmodium clasicamente reconocidas como causantes de malaria
humana son P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi (17); siendo P.
falciparum la especie causante de las principales complicaciones de la malaria (18), entre
las que se encuentran la malaria cerebral, insuficiencia renal, anemia severa, sindrome de
dificultad respiratoria aguda, ictericia y dafio hepatico, hemorragias, hiperparasitemia,
hipoglicemia grave, sintomas gastrointestinales y la muerte, por tanto es la de mayor
impacto en la salud humana (2, 19, 20).

La malaria producida por P. falciparum se reporta en paises ubicados en regiones
tropicales como los localizados en Africa  subsahariana  (Tanzania,
Gambia, Ghana, Guinea, Burkina Faso, entre otros), los del sudeste de Asia (India,
Indonesia, Pakistan, etc.); en Sur América paises que abarcan una parte de la selva
amazonica (Colombia, Brasil y Peru), Surinam y Guyana Francesa; respecto a P. vivax se
encuentra en Asia (Corea del Norte y del Sur, Iraq, India, Sri Lanka, entre otros), en
Ameérica del Sur (Colombia, Brasil, Bolivia, Ecuador, Pert y Venezuela, etc.), P. knowlesi

se presenta en Malasia, Tailandia y Taiwan, y la malaria producida por P. malariae y P.
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ovale se reportan en un bajo porcentaje en algunos paises de Africa (Camer(n y Liberia)
(21).

La prevalencia habitual de la malaria en zonas endémicas contribuye a que algunos
grupos poblacionales sean los mas afectados, que desarrollan malaria severa o incluso
gue mueran. Por ejemplo, en zonas hiperendémicas entre un 51 y 75% de nifios entre 2 y
10 afios presentan malaria, en zonas holoendémicas un porcentaje mayor al 75% de
nifios de un afio de edad tienen la enfermedad; esto sucede en Africa subsahariana
(Figura 1) la zona que sufre las consecuencias de manera mas desproporcionada, con
aproximadamente un 80% de todos los casos y hasta un 90% de todas las muertes;
siendo los nifios pequefios y las mujeres embarazadas los grupos poblacionales mas
vulnerables, en esta zona el 77% de las muertes reportadas son atribuidas a menores de
cinco afios (17, 22). En zonas de menor endemicidad, como América Latina y Asia, todos
los grupos etarios se afectan y la forma complicada o grave de la enfermedad se presenta

con mayor frecuencia en hombres jévenes y mujeres embarazadas (23).

g

- No Malaria

l_____] Malaria

Figura 1. Distribucion global de la malaria, en verde se observan las zonas que no son afectadas
por la enfermedad y en amarillo las regiones donde se presenta la malaria (Tomado de

http://malaria-plasmodium.blogspot.com).

La OMS estima que en América el nimero de casos supera el millon, de los cuales el
35% corresponde a infecciéon por Plasmodium falciparum, la mortalidad en el continente
se estima en 1.100 casos (1). En la region de las Américas el 30% de la poblacion de 21
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paises se encuentra en riesgo, Brasil y Colombia son los paises con el mayor nimero de
casos anuales aportando el 68% de los casos de la region (24).

En Colombia, al igual que a nivel mundial, la malaria representa un problema prioritario en
salud publica. Las migraciones masivas, como resultado de la violencia o de la situacion
econOmica, la falta de acceso de gran parte de la poblacion a los servicios de salud,
factores ambientales como el deterioro del ecosistema y los desastres naturales, asi como
las condiciones inadecuadas de vivienda de las areas rurales, han contribuido al
incremento de la prevalencia de malaria en las uUltimas décadas (24, 25). En Colombia,
aproximadamente 12 millones de personas habitan en zonas de riesgo de transmision de
esta enfermedad. Si bien la mortalidad por malaria ha disminuido, la morbilidad por esta
enfermedad se mantiene elevada. En nuestro pais en general hay un predominio de
malaria por P. vivax, al que en promedio se le asighan el 68.6% de los casos, mientras
que a P. falciparum le corresponden el 30,1% (aunque esta proporcion se invierte en la
Costa Pacifica); sin embargo, en 2014 los casos de malaria causada por P. vivax y P.
falciparum fueron similares; para P. vivax se reportd el 49.6% de los casos y para P.
falciparum el 48.8%, también se reportd el 1.41% de malaria mixta (P. vivax y P.
falciparum) y 0.02% por P. malariae. Los departamentos méas afectados son Choco
(42,4% de casos), Antioquia (24,5%), Narifio (12,6%), Bolivar (4,5%), Cérdoba (3,8%) y
Amazonas (2,8%), entre otros (26). Como se menciond anteriormente, en Colombia ha
disminuido la morbilidad causada por malaria gracias a las politicas implementadas a nivel
de vigilancia, prevencién y control de esta enfermedad en todas las regiones del pais, con
especial énfasis en aquellas donde predomina la malaria, lo que ha permitido el
fortalecimiento en el acceso al diagnostico y tratamiento de la enfermedad, el
establecimiento de estrategias preventivas en dichas zonas y el diagndstico oportuno de
los casos (24, 27).

Aunque en Colombia y en el resto del mundo, gracias a las politicas de prevencién, de
diagnoéstico y de vigilancia, se han tenido grandes avances en el control de esta
enfermedad, lo que se ve reflejado en la disminucibn de la tasa de mortalidad y
morbilidad. A pesar de esto, la situacion sigue siendo abrumadora debido a la
propagacion y el aumento la resistencia del parasito, a la mayoria de los medicamentos
(por ejemplo, cloroquina, sulfadoxina-piretamina y artemisina) y tratamientos antimalaricos
existentes, desarrollo de la resistencia del vector (el mosquito Anopheles) a los
insecticidas comunmente usados y el desplazamiento de poblaciones a areas endémicas
(18).
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Esta situacion ha estimulado y obligado a la busqueda de diferentes opciones para el
control de la enfermedad, entre las que se encuentran la busqueda de nuevos
medicamentos antimaldricos mas eficaces, tratamientos de terapia combinada y el
desarrollo de vacunas, lo que se consigue solamente adquiriendo una profunda
comprension de la biologia del parasito, o que conllevara a la identificacion de nuevos
blancos terapéuticos que den lugar a estrategias bien establecidas para el control de la

enfermedad.

4.2. Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum es un protozoo perteneciente al filum Apicomplexa (Clase
Sporozoea) que incluye otros patdgenos importantes como: Toxoplasma, Cryptosporidium

y Babesia entre otros.

Los miembros de este filum son todos parasitos de localizacion intracelular, los cuales en
su morfologia carecen de dérganos de locomocién (cilios o flagelos), excepto los
microgametos. Presentan una fase de reproduccion asexual y otra sexual, por lo que
pueden estar como merozoitos, gametos, esporozoitos 0 como zigoto y en cada uno de
estos estadios presenta una morfologia diferente (28-30), con caracteristicas bioquimicas,

funcionales e inmunoldégicas distintas.

Al igual que otros miembros del filum, los estadios extracelulares o estadios invasivos del
Plasmodium son el oocisto, el esporozoito y el merozoito (también llamados zoitos) (31).
La invasién de los zoitos a la célula hospedera implica varios pasos: a) contacto, b) union
a los receptores de la superficie de la célula por medio de la reorientacién del polo apical,
c¢) liberacion del contenido de los organelos apicales, d) por dltimo, la invaginacion y la
formacion de la vacuola parasitéfora donde el parasito vive y se replica en el interior de la

célula huésped (29).

Los Plasmodium son transmitidos al humano por mosquitos hembras del género
Anopheles, que estando infectados, al picar, inoculan los esporozoitos, forma infectante
del paréasito. La transmision también puede ocasionalmente ocurrir por inoculacion directa
de glébulos rojos infectados por transfusion, como transmision vertical de una madre

infectada al feto y en forma casual por pinchazos con jeringas contaminadas (27).
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4.2.1. Elciclo de vida del Plasmodium falciparum

Los parasitos del género Plasmodium se desarrollan en dos huéspedes y en cada uno de
ellos tiene un ciclo reproductivo diferente. En el Anopheles, huésped definitivo, se cumple
una fase sexual o esporogonica del ciclo de vida del pardsito, mientras que en el humano,

hospedero intermediario, tiene lugar la fase asexual o esquizogénica (Figura 2).

La fase sexual se inicia en el momento en que, como consecuencia de la necesidad que
tienen las hembras Anopheles de ingerir sangre, los gametocitos hembra y macho
desarrollados en el individuo infectado llegan al estomago del mosquito. El microgameto o
gameto macho se fracciona en seis o siete cuerpos flagelares, mientras que el
macrogameto o gameto hembra aumenta de tamafio y su nicleo emigra a la periferia en
donde sobresale como una estructura cénica sobre la que se implanta uno de los flagelos

en el momento de la fecundacion (32).

De esto surge el cigoto que se alarga en forma de huso, haciéndose moévil y
transformandose en el ooquineto. Este penetra las paredes del intestino medio del
mosquito y produce una membrana a su alrededor para formar un ooquiste u oocito, que
crece hasta alcanzar la pared externa del estdbmago del Anopheles y se subdivide
innumerables veces. En este momento el oocito mide 50 um y contiene miles de
esporozoitos, cuerpos fusiformes con un ndcleo central y 13 micras de largo por 2 de
didmetro, que por ruptura del oocito maduro son liberados y emigran hacia las glandulas

salivares del mosquito en donde sobreviven (32).

Cuando la hembra del Anopheles infectada pica al hospedero vertebrado inyecta
esporozoitos que pasan al torrente circulatorio del huésped, en donde permanecen
aproximadamente 30 minutos. A continuacion, invaden las células parenquimatosas del
higado, las Unicas adecuadas para su nutricion y desarrollo, en ellas crecen e inician el
ciclo esquizogoénico (también llamado ciclo pre-eritrocitico), mediante el cual cada
esporozoito se divide consecutivamente hasta dar origen de 15.000 a 45.000 nuevas
formas del parasito, que al quedar libres se denominan merozoitos exo-eritrociticos,

capaces de infectar los hepatocitos vecinos e iniciar una nueva generacion (32).

Catorce dias después de iniciado este ciclo pre-eritrocitico los merozoitos invaden

glébulos rojos, en donde crecen y se reproducen también por esquizogonia (ciclo
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eritrocitico), dividiéndose consecutivamente hasta dar origen a merozoitos intra-
eritrociticos que forman el esquizonte adulto eritrocitico. Cuando este se encuentra
maduro, se rompe y estalla el eritrocito dejando en libertad nuevos merozoitos, capaces
de invadir otros glébulos rojos e iniciar una nueva generacion cada 48 a 72 horas.
Después de varias generaciones de esquizogonia eritrocitica, algunos merozoitos no
evolucionan a esquizontes sino que conservan un nucleo Unico, se redondean y alargan,
dando lugar a los gametocitos, formas sexuales del protozoario. Estos gametocitos son el
macho (microgametocito) y la hembra (macrogametocito), son capaces de vivir 120 dias
(lo mismo que los glébulos rojos que los albergan) y son las formas que ingiere el

mosquito al picar e iniciar asi nuevamente el ciclo sexual (32, 33).

Figura 2. Ciclo de vida del Plasmodium falciparum
En este complejo ciclo del Plasmodium han sido identificados tres potenciales blancos
para el desarrollo de vacunas: a) el estadio pre-eritrocitico (forma invasiva esporozoito),
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cuyo bloqueo evitaria la invasion del parasito y desarrollo en las células hepéticas; b) el
estadio eritrocitico (forma invasiva merozoito) donde se impediria la invasion del parasito,
su desarrollo y multiplicacion dentro del glébulo rojo y protegeria a la persona contra los
sintomas clinicos y c) el intestino del mosquito donde se evitaria la fertilizacion de las
formas sexuales del parasito bloqueando la transmisién de la infeccién a los humanos
(34).

4.2.2. Estadios invasivos de P. falciparum en el hospedero humano

4.2.2.1. EIl esporozoito

El esporozoito es alargado con el extremo apical afinado y el posterior redondeado, tiene
una longitud de 10um, y presenta una serie de organelos entre los que se encuentran: el
apicoplasto, el anillo polar (localizado en el extremo apical) que sirve como eje central de
los microtubulos y de las vesiculas secretoras llamadas micronemas y roptrias, este

conjunto de vesiculas se conoce como el complejo apical (Figura 3) (35).

Los microtubulos, situados debajo de la membrana plasmatica unidos al anillo polar,
recorren el esporozoito desde el apice hasta su parte media. Ellos permiten su

desplazamiento y actdan durante el proceso de invasion.

El contenido de los micronemas Yy las roptrias, le permiten al zoito adherirse e invadir la
célula hospedera e inducirla a envolver al parasito en la vacuola parasitéfora, la cual, es el
compartimiento intracelular donde el parésito reside, se reproduce y se diferencia a

merozoitos la forma infectiva del glébulo rojo (29, 35-37).

Las roptrias son organelos con forma de pera, que contienen proteinas y fosfolipidos, que
se descargan durante la internalizacion del parésito.

Los micronemas son pequefias vesiculas que frecuentemente muestran una
extension similar a un cuello, las proteinas que contienen participan en el reconocimiento

de la célula hospedera, la motilidad y la adherencia mediada por receptores (35).

El esporozoito, al igual que los otros zoitos pertenecientes al género Apicomplexa, en su
migracion a través de las barreras bioldgicas, en los procesos de invasion a las células

hospederas y en la salida de las células infectadas, requiere de un proceso activo de
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motilidad conocido como “gliding”, este se da por la liberacién de proteinas de adhesion
gue son descargadas en el polo apical y traslocadas al polo posterior del parasito
mediante el motor actina-miosina, el cual estd anclado en la membrana interna del

esporozoito (38, 39).

Polo
apical
TRAP
Anillo Polar _ SPECT .
i Complejo  mAEBL Micronemas
Roptrias apical CelTOS y superficie
Micronemas SIAP
|
A. Golgi '. Apicoplasto':s -
Nucleo SALSA
) STARP
Ribosomas _ LSA-3 |~ Superficie
. SPATR
Reticulo PfEMP3
endoplasmatico TRSP
Mitocondria™ |
ranul LSA-1 Vacuola
ranulos LSA-3 ™ parasitofora
densos 'Actina STARP

ractina /
i sha

Figura 3. Caracteristicas estructurales del esporozoito y ubicacion de algunas de sus proteinas
(adaptado de Kappe et al. (35)).

4.2.2.2. El Merozoito

El merozoito es un estadio del parasito que posee la capacidad de invadir los glébulos
rojos. Presenta forma oval y mide 1.5 um de longitud por 1 um de diametro. El potencial
invasivo del merozoito esta dado por un complejo de organelos ubicados en uno de los
extremos de la célula, llamado el complejo apical. Este complejo esta conformado por
diferentes organelos: los micronemas, las roptrias y los granulos densos; también esta
conformado por una red de estructuras submembranales del citoesqueleto del parasito. La

membrana parasitaria esta constituida por dos capas. Al interior de la capa interna o
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pelicula, se encuentra una red de filamentos y los microtibulos los cuales le dan forma y
rigidez a la célula. Estos microtubulos se originan en los anillos polares apicales, los

cuales también hacen parte de este complejo (40) (Figura 4).

Anillos apicales
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Microtubulos

Membrana Interna

Roptrias

Granulos Densos
Aparato de Golgi

Mitocondria

Apicoplasto

Nucleo

Reticulo
Endoplasmatico

Figura 4. Caracteristicas estructurales del merozoito (adaptado de Striepen, 2007 (41)).

La invasién del merozoito a los glébulos rojos del hospedero, sucede en varias etapas: lo
primero es la unién del merozoito a la superficie del eritrocito, el cual se reorienta hasta
gue su extremo apical esta cerca de la membrana plasmética, lo que induce una
deformacién en el glébulo rojo, lo que provoca la liberacion de una serie de proteinas que
se encuentran en los organelos apicales del merozoito, permitiendo al parasito moverse
hacia dentro del eritrocito y formar la vacuola parasitofora, donde el Plasmodium atraviesa
por diferentes estadios de diferenciacion que incluyen anillos, trofozoitos y esquizontes.
Durante el transcurso del proceso de invasion del merozoito al glébulo rojo y del
desarrollo del parasito dentro de los eritrocitos el Plasmodium utiliza diferentes proteinas
para estos procesos, las cuales estan localizadas en diferentes organelos del merozoito
(Figura 5).
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Figura 5. Ubicacion de algunas de las proteinas del merozoito (adaptado de Patarroyo 2008 (10)).

Para la fase eritrocitica se han realizado numerosos estudios de la invasion del merozoito
al glébulo rojo, los que han permitido conocer a fondo las moléculas que participan en
este proceso, asi como, estudios funcionales, estructurales e inmunologicos, que han
hecho entender mas claramente el mecanismo de invasion del parasito a los glébulos
rojos e identificar blancos para el desarrollo de una vacuna contra la malaria (3, 13, 42-
46).

Mientras que la fase pre-eritrocitica donde el actor principal es el esporozoito, ha sido la
menos estudiada, principalmente por:
a) la falta de un sistema eficaz de crecimiento de esporozoitos in vitro,
b) la inaccesibilidad que se tiene a esta etapa del parasito, debido al escaso niumero
de esporozoitos presentes en el huésped mamifero,

¢) el limitado conocimiento de las interacciones entre el hospedero y el parésito (15).

Sin embargo, en los uUltimos afios con los avances en genémica y protedmica, asi como,
los avances en diferentes técnicas de biologia molecular y celular; como la transfeccion, la
microscopia intravital, parésitos expresando la proteina verde fluorescente (GFP-
expressing parasites), mejores técnicas de cultivo celular, etc. (15); han permitido avanzar
en el conocimiento de la biologia del parésito en este estadio.
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A continuacién se mencionan algunas de las proteinas pertenecientes al esporozoito, las
cuales son de importancia para la supervivencia del parasito; en este momento vale la
pena mencionar que no se hablara de proteinas del merozoito ya que en este trabajo nos

interesa el estadio pre-eritrocitico.

4.2.3. Proteinas del estadio pre-eritrocitico o e  xo-eritrocitico

En la actualidad existen diferentes proteinas que estan relacionados con este estadio,
entre las mas estudiadas se encuentran: la Proteina de Superficie del Esporozoito
(Circumsporozoite Surface Protein-CSP) localizada en la superficie del esporozoito,
comprometida con la invasién del parasito a la célula huésped e involucrada con la
maduracion y desarrollo del esporozoito (47).

Proteina Anonima Relacionada a Trombospondina (Thrombospondin-Related Anonymous
Protein-TRAP) y Proteina Similar a TRAP Trap-like Protein (TLP), proteinas de adhesion
relacionadas con las trombospondinas, que estan involucradas con la motilidad,
adherencia, invasién del parasito y supervivencia del parasito (48, 49), Proteina de
membrana de eritrocito- 3 (erythrocyte membrane protein 3 - PfEMP-3) involucrada en la
invasion al hepatocito (50), 6-Cys, P36 y P52/P36p involucradas en el desarrollo del

esporozoito en las células hepaticas y en la formacion de la vacuola parasitéfora (51).

Adicional a CSP (52, 53) y TRAP (42, 52) existen otras proteinas derivadas del
esporozoito que son vitales para el parasito que han sido estudiadas en nuestro instituto
(FIDIC) a nivel inmunologico y/o estructural, estas son consideradas como potenciales
inmundgenos en el desarrollo de una vacuna multi-epitope, multi-estadio contra la malaria.
Entre estas proteinas estan: la Proteina del Esporozoito Rica en Treonina y Asparagina
(Sporozoite Threonine and Asparagine-Rich Protein-STARP) involucrada en la invasion de
los hepatocitos (14, 52, 54); Antigeno del Estadio Hepético (Liver-Stage Antigen 1y 3 -
LSA-1y -3) proteinas que intervienen en la interaccion inicial del parasito con la superficie
del hepatocito (52, 55, 56); Proteina Secretada con Alteracion del Motivo de
Trombospondina (Secret Protein with Altered Thrombospondin Repeat - PfSPATR),
proteina que participa en el reconocimiento e invasion de la célula hospedera (57);
Proteina del Esporozoito Relacionada con Trombospondina (Thrombospondin-Related
Sporozoite Protein-TRSP) y el Antigeno del Esporozoito y de la Etapa del Higado
(Sporozoite and Liver-Stage Antigen-SALSA), proteinas involucradas en la invasion a las

células hepaticas (7, 8, 55); Proteina del Paso a Través de las Células para Oquinete y
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Esporozoito (Cell-Transversal Protein for Ookinetos and Sporozoites-CelTos) la cual,
como su nombre lo indica, esté involucrada en el paso a través de las células (proceso
conocido como “cell traversal”) (8, 58). En la figura 3 se puede observar la localizacion de
estas proteinas, que resumiendo son proteinas que estan involucradas en los procesos de
movilidad, adhesion, invasion del parasito a la célula huésped y formacion de la vacuola

parasitofora, procesos vitales para la supervivencia del Plasmodium.

Adicionalmente, se encuentran reportadas las Proteinas de Micronema del Esporozoito
Esencial para el Paso a Través de las Células -1 y -2 (Sporozoite microneme Protein
Essential for Cell Traversal-1 and -2 -SPECT-1 y -2) y las Proteinas Asociadas con
Invasion del Esporozoito -1 y -2 (Sporozoite Invasion-Associated Proteins -1 and -2 -SIAP-
1y -2) de las cuales se discutird de una manera detallada en los capitulos posteriores

(numeral 6 y 7, respectivamente) ya que son el objeto de este estudio.

4.2.3.1. Inmunidad protectiva en el estadio pre-e ritrocitico

El grupo de Nussenzweig hacia finales de la década del 60 y del 70 demostr6 mediante la
inmunizacién de ratones, monos y humanos con esporozoitos irradiados que era posible
obtener inmunidad protectiva en el estadio pre-eritrocitico. En estos experimentos, la
picadura de voluntarios humanos con mosquitos irradiados infectados con P. falciparum o
P. vivax, mostré6 que este procedimiento protegia de la infeccién frente al reto con
picaduras de mosquitos infectados no irradiados y ademas demostré que la inmunidad
obtenida era especie-especifica y estadio-especifica (34, 59, 60). Sin embargo, esta
estrategia tiene problemas por la dificultad de la produccion masiva de mosquitos
infectados que se requeririan para la vacunacion de poblaciones grandes; por tal motivo,
la busqueda de vacunas eficaces desde entonces se dirigid hacia el uso de proteinas o
péptidos que sean inmunogénicos (34), como es el caso de CSP cuya proteina
recombinante fue utilizada en vacunacion de personas, las cuales al ser retadas con
picaduras de mosquitos infectados con P. falciparum mostraron un grado de inmunidad
protectiva inducida por esta proteina (8), otros ejemplos son las proteinas STARP,
SALSA, LSA-1 y LSA-3 cuyas proteinas recombinantes o péptidos sintéticos derivados de
ellas fueron utilizados para evaluar la respuesta humoral en primates, donde se demostré
que los antigenos LSA-1 y LSA-3 son los mas inmunogénicos (61). Estas proteinas

indujeron ademas, una buena estimulacion linfocitaria y alta produccién de IFN-y in vitro.
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La vacunacion y reto de Aotus con la proteina LSA-3 en estudios mas recientes mostro

inmunidad protectiva (61).

A continuacién se describirAn brevemente las técnicas usadas durante la realizacion de

este trabajo.

4.3. Sintesis quimica de péptidos en fase sélida.  Principios generales

La sintesis de péptidos siempre ha sido un reto para la quimica organica. En la década de
los 50 Vicent Du Vigneaud proporciondé un gran impulso para la biologia y la quimica,
cuando aislo, determind la estructura y sintetizd la hormona polipeptidica oxitocina (62),
trabajo por el cual recibio el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1955. Sin embargo,
las técnicas empleadas en ese momento en la sintesis y en la purificacion de estas
moléculas eran muy dispendiosas, se obtenia una cantidad muy pequefa de producto.
Estos hechos estimularon a cientificos como Merrifield (premio Nobel de Quimica en
1984) a explorar nuevas técnicas. Sus investigaciones concluyeron en una nueva técnica
gue llamé sintesis de péptidos en fase solida. El primer procedimiento lo publicé en 1963,
més tarde describié la sintesis del tetrapéptido Leucil-alanil-glicil-valina. No obstante,
aunque la sintesis fue exitosa, esta sintesis tuvo problemas debido a que las reacciones
de acople y desprotecciéon no fueron completas, lo que conllevé a que el tetrapéptido
estuviera contaminado con fragmentos mas cortos. Pero en 1963 solucioné el problema
usando como grupo protector de los aminoécidos el grupo terbutiloxicarbonil (t-Boc); esta
y otras modificaciones dieron como resultado el mejoramiento en la eficiencia de la
sintesis y le permitié obtener la bradiquinina con un alto grado de pureza, esta sintesis fue

el punto de partida de la quimica de péptidos (63, 64).

La sintesis de péptidos en fase sélida, asi llamada debido a que el péptido va creciendo
anclado a un soporte sélido (63) el cual es una resina de poliestireno. Los aminoacidos
utilizados en la sintesis tienen el grupo a-amino temporalmente protegido, en el caso de la
sintesis en fase soélida por la estrategia t-Boc el grupo es un terbutiloxicarbonil y en el
caso de la sintesis por F-moc el grupo es un 9-fluorenil-metoxicarbonil (F-moc) (65), un

punto importante en los aminoacidos son los grupos funcionales de la mayoria de las
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cadenas laterales que estan protegidos, en el caso de la sintesis t-Boc por el grupo bencil
ester (o relacionados con este), y el grupo t-butilo es usado en la sintesis F-moc (62, 65).
El primer amino&cido es unido a la resina por medio de un enlace tipo amida o ester
(dependiendo del grupo funcional que tenga la resina) mediante la ayuda de una amina
terciaria como lo es la N'N’-diciclohexilcarbodimida (DCC). Después de unir el primer
aminoacido, la sintesis del péptido se continta por: a) desproteccién del grupo amino
protegido, en la estrategia t-Boc con acido trifluoroacético (TFA) y en la F-moc con
piperidina; b) neutralizacion; c¢) acople del siguiente aminoacido, pasos que se repiten
hasta terminar la secuencia deseada. Finalmente, para la estrategia t-Boc, el tratamiento
con acidos fuertes, usualmente acido fluorhidrico (HF), remueve todos los grupos
protectores permanentes de las cadenas laterales y adicionalmente el péptido es
liberado de la resina (66), este paso final es conocido como clivaje bajo-alto, debido a que
la remocidn de los grupos protectores se realiza con una concentracion baja de HF y el
desanclaje del péptido de la resina utiliza una concentracion mayor de HF (67). En el caso
de la estrategia F-moc se usa acido trifluoroacético en esta etapa final.

Una vez separados de la resina los péptidos son purificados mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia en fase reversa (CLAE-FR) y analizados por espectrometria de
masas Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight (MALDI-TOF),
posteriormente se liofilizan y se almacenan para ser usados en los diferentes ensayos

propuestos.

4.4. Interaccion Receptor Ligando

Este ensayo se basa en la reaccion de unién de un ligando a un receptor donde
tipicamente se llama ligando a la molécula pequefa (en este caso el péptido) y receptor a
la proteina (proteina presente en la membrana de la célula en este caso la célula
hospedera: HelLa). En general, se trabaja con el ligando purificado, mientras que el
receptor forma parte de una muestra compleja, se varia la concentracion del ligando para
determinar la presencia y caracteristicas del receptor.

R (Receptor) + L (Ligando) — 5 RL (Receptor-Ligando)

Esta reaccidn se puede tratar como un equilibrio quimico
[RL]

Kd =
[RI[L]
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Las condiciones experimentales de estos ensayos fueron definidas para identificar las
regiones de union de alta afinidad (constante de afinidad -Kd- en el rango nanomolar),
gue se unen entre 2000 a 100000 sitios de unién por célula.

Se define como la actividad de unién, los péptidos que tienen una actividad de union
mayor o igual a 0.02 (2% de unién) se considera que tienen alta actividad de union y
se han denominado como High Activity Binding Peptides (HABPs), indicando ademas

que hay mas de 2000 receptores por célula (6, 68).

Los estudios realizados en FIDIC han demostrado que mediante el tratamiento de las
enzimas heparinasa |, heparinasa Il, condroitinasa AC y condroitinasa ABC, la mayoria de
los HABPs pertenecientes a proteinas del esporozoito se unen a moléculas de superficie
de las células HeLa o HepG2, a través de los diferentes receptores de proteoglicanos
como oligosacaridos parecidos a heparina con alto o bajo contenido de grupos sulfato,

condroitina-4-sulfato y condroitina -4-6-sulfato (8, 69)

4.5. Dicroismo Circular (DC)

El dicroismo circular es una técnica espectroscopica de absorcién que se utiliza en el
analisis de la estructura de macromoléculas biologicas en solucion (70).

La teoria de dicroismo circular fue desarrollada por Biot y Fresnel en 1812. Un rayo de luz
polarizado en un plano puede considerarse formado por dos componentes polarizados
circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan en fase
y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio 6pticamente activo, cada componente
interactia de manera diferente con los centros quirales de las moléculas presentes. La
interaccion de la radiacion con la muestra induce un desfase y un cambio de magnitud
diferenciales en ambos componentes de la luz polarizada circularmente, lo que provoca
una rotacién del plano de polarizacién en un angulo a y la distorsion de este plano genera
una elipse (Figura 6) (70, 71).

La rotacion del plano y la diferente absorcion de los componentes polarizados
circularmente (Dicroismo Circular) varian de acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose
obtener espectros de estos fendmenos, esto es, graficas de la rotacion o elipticidad contra
la longitud de onda. Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las

regiones del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la radiacion
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electromagnética. En la region del ultravioleta cercano, los cromo6foros mas importantes
son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de triptofano, tirosina, y fenilalanina.
Ya que la asimetria en estos grupos quimicos, se debe exclusivamente a su entorno y
como los residuos aromaticos se encuentran distribuidos en toda la macromolécula, los
espectros en esta region son un reflejo de la conformacién global de la proteina. Ademas
las sefiales en esta regidbn son extremadamente sensibles a los cambios en la

conformacion de proteinas (71).

Los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta lejano, se deben principalmente a
los enlaces amida que unen los residuos de los aminoacidos entre si. La asimetria de
estos croméforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteina, por lo
cual, las sefales de dicroismo circular se pueden interpretar en términos del contenido y
tipo de estructura secundaria presentes (Figura 6), es decir, del porcentaje de residuos
que se encuentran en alguna conformacion estructural (hélices a, hojas 3, giros y otros

tipos estructurales) (70, 71).
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Figura 6. a) Los vectores de los componentes del haz de luz antes de llegar a la muestra y
después de interactuar con la muestra, fuera de fase. b) Espectros de DC de poli-péptidos

mostrando diferentes estructuras secundarias (adaptada de Arboledas 2011).

4.6. Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Principi 0s generales

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear constituye una de las técnicas

analiticas mas utilizadas en la actualidad, gracias a su capacidad de estudiar con
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resolucién atémica la estructura tridimensional de moléculas en solucion, sitios de unién
de ligandos, cambios conformacionales, ademas, permite llevar a cabo estudios de tipo
dinamico y cinético. Se trata de una técnica no destructiva cuyo campo de actuacién no
sélo pertenece a la Quimica, sino que encuentra cada vez mas aplicaciones en la Biologia
y la Medicina. A lo largo de las ultimas décadas, la RMN se ha consolidado como una
herramienta bésica en biologia estructural permitiendo determinar la estructura
tridimensional de biomoléculas como: péptidos, proteinas, acidos nucleicos, oligo y
polisacaridos (72). Adicionalmente, es posible estudiar aspectos termodindmicos y
cinéticos de fendmenos bioldgicos relevantes, como procesos de reconocimiento
molecular, interacciones receptor-ligando y plegamientos de proteinas (73, 74). Como
dichos estudios se realizan en solucidn, entonces, mediante la RMN es posible conocer la
estructura tridimensional de proteinas en condiciones de temperatura, pH y fuerza idnica
definida, similares a las que se encuentran en el medio fisiolégico, dando un paso
significativo en la busqueda de la relacion entre la estructura y la funciéon de estas
biomoléculas (73, 75, 76).

Sin embargo, la RMN en el campo de las biomoléculas presenta limitaciones, en especial
a lo que se refiere con la estabilidad y el tamafio de las proteinas, asimismo, con la
complejidad de los espectros de proteinas de gran tamafo. No obstante, gracias a los

avances metodoldgicos y de equipos, estos problemas se han venido solucionando.

Por otro lado, y de una manera sencilla el fundamento de la RMN se basa en el hecho de
gue la mayoria de los ndcleos atdbmicos poseen espin, la cual es una propiedad de las
particulas que componen los 4&tomos. Al momento de introducir &tomos con espin nuclear
a un campo magnético externo, el nicleo se comporta como un pequefio iman y tiende a
orientarse, preferentemente, a favor del campo magnético. Si se aplica energia que
obligue a los ndcleos a invertir el sentido de su orientacion con respecto al campo
magnético, se dice que el sistema esta en resonancia. A este fendmeno de excitacién de
los espines nucleares se le conoce como resonancia magnética nuclear. Esta energia
aplicada, AE, corresponde a la radiacion electromagnética de la region de las

radiofrecuencias (75-77).

Puesto que el hidrogeno (*H, protén) es el nicleo que proporciona mayor sensibilidad
debido a su abundancia natural, a su valor de espin igual a 1/2 y a su constante

giromagnética, estas propiedades, junto con su presencia en péptidos y proteinas hace
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gue la RMN de hidrogeno sea la mas utilizada, en la determinaciéon conformacional
preferencial de estas moléculas, sin embargo, no se debe olvidar que también se utilizan
otros nicleos, como *C, N (cuando las proteinas tienen méas de 60 aminoacidos) y *'P

(para acidos nucleicos) (73, 74, 78).

Cuando se obtiene un espectro unidimensional de *H por RMN de un péptido o una
proteina (Figura 7a), las sefiales se ensanchan debido al movimiento lento de estas
moléculas en el medio acuoso. Mientras mas rapido sea el movimiento molecular en el
solvente, las sefales son mas finas. Este ensanchamiento de las sefales, junto con el
sobrelapamiento entre ellas provoca que los espectros unidimensionales de una proteina
sean imposibles de interpretar. Sin embargo, es conveniente comenzar el analisis de un
péptido con el registro de un espectro unidimensional. De esta forma se puede examinar
el estado de la muestra en lo que se refiere a la presencia de impurezas, relacién sefial

ruido y agregacion (79).

Para determinar la estructura de una proteina o un péptido de bajo peso molecular (hasta
10 kDa) por RMN es requisito indispensable como minimo la obtencion de espectros
bidimensionales homonucleares (*H-'H), y para moléculas de alto peso molecular (>10
kDa), adicional, a los experimentos homonucleares se requiere la utilizacion de métodos
heteronucleares multidimensionales en los que se relacionan diferentes nucleos, por
ejemplo 'H-*C, 'H-"*N, ®N-**C, con el fin de encontrar dentro de la molécula los nicleos
gue estén acoplados entre si (73). Esta informacién permite conocer el nimero de
hidrégenos, carbonos, nitrégenos, la clase de carbono presentes en la molécula y
adicionalmente determinar *H, *C y °N que se encuentran acoplados entre si, a dos o

tres enlaces.
Particularmente respecto a los espectros en dos dimensiones, estos se grafican como

diagramas de contornos para que la representacion sea de dos dimensiones solamente y

se facilite su interpretacion, como se muestra en la figura 7b.
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Figura 7. a) Ejemplo de espectro unidimensional de un péptido. b) Espectro en 2D de un péptido
mostrando las regiones a analizar.

Siguiendo con la obtencién de la estructura tridimensional de péptidos o proteinas, el
primer paso consiste en conseguir la asignacion de todos los protones de los aminoacidos
que conforman la cadena peptidica (79), lo cual se puede realizar gracias a que a
principios de la década de los 80 Kurt Withrich (premio Nobel de Quimica en 2002),
propuso un protocolo eficaz y bien definido para cumplir con este objetivo (75), lo que
consiguié mediante el uso de los experimentos homonucleares bidimensionales.

Existen diferentes experimentos bidimensionales de correlacion homonuclear que
permiten realizar dicha asignacion; los que se usaron en este trabajo son: experimento
COSY (COrrelation SpectroscopY) (80), experimento TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY) (81) y experimento NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)
(82); los cuales en su secuencia de pulsos contienen los siguientes elementos:

preparacion, evolucién, periodo de mezcla y deteccion (Figura 8).

90° 90°

. P
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Mezclado

Preparacion| Evolucion Deteccion

Figura 8. Esquema de la secuencia de pulsos de un experimento en 2D.
A grandes rasgos esta secuencia de pulsos se explica de la siguiente manera:
- Preparacion: durante el periodo de preparacion el sistema de espines regresa al
equilibrio térmico y, después, mediante los pulsos adecuados, se genera la

magnetizacion transversal (coherencia).
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- Evolucion: este periodo de evolucion t; corresponde a la segunda dimension de los
espectros 2D, durante este periodo la coherencia o magnetizacién evoluciona
hasta alcanzar un estado que depende del valor t;, en otras palabras los espines
evolucionan a una frecuencia determinada por su desplazamiento quimico y sus
acoplamientos escalares.

- Tiempo o periodo de mezclado: durante este periodo se realiza la transferencia de
magnetizacion del ndcleo A al nucleo B. Durante este periodo mediante los pulsos
e intervalos de tiempo, parte o toda la coherencia que durante el periodo t; habia
evolucionado a la frecuencia de un nucleo A, se transfiere a otro nacleo B.

- Deteccién: durante la deteccion el sistema evoluciona y se registra la FID (free
induction decay) cuya transformada de Fourier genera el espectro bidimensional
deseado, con dos dimensiones de frecuencia independiente. Las magnetizaciones
gue no se han transferido totalmente en el periodo de mezclado, han evolucionado
con las mismas frecuencias durante ambos periodos de tiempo dando lugar a los
picos sobre la diagonal del espectro; las que se han transferido han evolucionado
con distintas frecuencias en los periodos t; y t, y tras la doble transformada de

Fourier, da lugar a los picos de cruce.

Veamos que, cada espectro nos da una informacion particular, el COSY (COrrelation
SpectroscopY) (80) (Figura 9) determina las correlaciones a dos y a tres enlaces de
distancia entre los nucleos que se acoplan escalarmente que pertenecen a un mismo
sistema de espin. Los experimentos homonucleares, como el COSY, muestran una serie
sefales con las coordenadas iguales, a estas se le llama sefales en la diagonal, las

cuales corresponden a las sefales del espectro unidimensional (75).

90° 90°
L ; l " >

Figura 9. Esquema de la secuencia de pulsos del COSY.

Las sefales que se localizan fuera de la diagonal, también llamadas pico de cruce (“cross-
peak”) son las importantes, las coordenadas de ellas son los desplazamientos quimicos
de los protones que se encuentran acoplados escalarmente a dos y a tres enlaces de

distancia (Figura 10). Con esta informacién es posible asignar cada una de las sefiales de
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los protones en la molécula. Para ello, es necesario utilizar el desplazamiento quimico de
las sefiales que estan correlacionando (75).

Figura 10. Interacciones a 3 enlaces de un aminoéacido en un espectro COSY. (Tomado de
http://www.biologiaosea.com.ar/files/seminarios/sem%20RMN.pdf)

La determinacion de todos los nucleos que se acoplan entre ellos mismos es una funcion
muy importante en la determinacion de estructuras proteicas. Al conjunto de estos nacleos
se le llama un sistema de espin. En una proteina, al menos hay tantos sistemas de espin
como numero de aminoacidos. El nimero de sistemas de espin es mayor, ya que en los

aminodcidos aromaticos los protones de los anillos no se acoplan escalarmente a los

protones alifaticos.

Entonces, para encontrar las correlaciones de todos los nicleos del sistema de espin de
cada uno de los aminoacidos presente en la molécula interviene el experimento TOCSY
(TOtal Correlation SpectroscopY) (81) (Figura 11).

43



Figura 11. Sistema de espin para un aminoacido en un espectro TOCSY. (Tomado de

http://www.biologiaosea.com.ar/files/seminarios/sem%20RMN.pdf)

La secuencia de pulsos de este experimento tiene en el periodo de mezclado lo que se
conoce como tiempo de espin cerrado (“espin-lock”) corto (2.5ms) y una secuencia de
pulsos MLEV-17 o tiempo de mezcla para atenuar los NOEs transversos, la ventaja es
que ocurre transferencia de magnetizacion neta, entre mas largo sea el pulso (tiempo de
mezclado) mas se favorece la transferencia y puede llegar a espines situados

relativamente alejados en el sistema de espin (Figure 12).

o MLEV-17
I i Ltz >

Figura 12. Esquema de la secuencia de pulsos del TOCSY.

Existe otro experimento muy importante el NOESY (Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY) (82), el cual genera sefiales fuera de la diagonal cuando los ndcleos se
encuentran préximos en el espacio a no mas de 5 A de distancia, en otras palabras, estas
sefiales son resultado de la interaccion dipolar espin-espin, la cual da origen al efecto
NOE (Nuclear Overhauser Effect), mediado por la relajacion cruzada entre nucleos
proximos. La intensidad del efecto NOE es proporcional a 1/r° (r = distancia), por lo tanto,
los picos de cruce debidos a la correlacién de nucleos que se encuentren muy cercanos
seran muy intensos, mientras que los producidos por nucleos, cuyas distancias

internucleares sean cercanas a 5 A, seran débiles o inexistentes.
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El efecto NOE es generado durante el tiempo de mezclado t,, (Figura 13). Dependiendo
de su tamafio, en péptidos y proteinas resulta conveniente registrar varios espectros

NOESY con diferentes valores de t,,, entre 100 ms y 400 ms.

1. 1.1 >

Figura 13. Esquema de la secuencia de pulsos del NOESY.

El experimento NOESY es de gran utilidad porque: a) permite asignar a los protones de
amino4cidos que se encuentran contiguos, llamada la asignacion secuencial y b) la
determinacion de protones que se encuentran alejados en la secuencia de los
aminoacidos, pero cercanos en el espacio, debido a la estructura tridimensional que

presenta el péptido o la proteina (Figura 14).

, NOE
?Qg H)=—»
N

Figura 14. Interacciones NOE

Estos NOEs de larga distancia se agrupan en patrones que ayudan a definir la estructura
secundaria presente en la molécula, algunos de estos NOEs o interacciones, pueden ser
del tipo daN(i, i+2); daN(i, i+3); daN(i, i+4) y dag (i, i+3). En la figura 15 se observan estos
patrones de conectividades que identifican la estructura secundaria adoptada por la
molécula (72, 75).
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Figura 15. Patrones de conectividades para las diferentes estructuras

Wiithrich K (75)).

secundarias (adaptada de

En resumen, en la siguiente figura se observan mas claramente las interacciones entre los

hidrogenos de cada aminoacido que conforman la cadena peptidica, interacciones

obtenidas por el andlisis de los diferentes espectros de correlacion homonuclear

anteriormente mencionados.

€

ASIGNACION DEL ESPECTRO

Residuo i Residuo i+1
Acoplamiento Intraresidual (COSY y TOCSY)
Acoplamiento Interresidual (NOESY)

Figura 16. Interacciones de Hidrégenos obtenidos por los diferentes experimentos 2D (adaptada de

Wiithrich K (75)).

En este trabajo, una vez adquiridos los espectros, determinados todos los sistemas de

espin, asignadas todas las sefiales, establecidos los NOEs de secuencia y de medio
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rango, por tanto, determinada la estructura 3D que adopto la molécula, el siguiente paso

es el célculo de la estructura.

4.7. Calculo de Estructura Molecular

El problema basico a solucionar en cualquier determinacion de estructura tridimensional
utilizando datos de RMN, es el de trasladar la informacién disponible en los experimentos
de RMN de las distancias interatébmicas y angulos diedros (“constraints”) en coordenadas
atomicas. Como consecuencia de esto, una variedad de métodos han sido desarrollados
para calcular la estructura de proteinas usando restricciones derivadas de los
experimentos de RMN.

Estos protocolos apuntan a determinar las coordenadas para los atomos de la proteina
que satisfacen todas las restricciones de distancias y angulos diedros en forma no
ambigua mientras se exploran todas las regiones de espacio conformacional compatible
con los parametros observados en RMN. Los datos de RMN no solamente definen una
estructura tridimensional de la proteina, sino que las restricciones son incluidas como
rangos de valores permitidos, los datos contienen incertidumbres experimentales vy
solamente un pequefio grupo de todas las posibles distancias, angulos diedros y puentes
de hidrégeno son observables. Ademdas, el calculo de estructura es repetido
frecuentemente para determinar un grupo de estructuras de baja energia consistentes con
los datos experimentales, este sera un “buen” grupo de estructuras con minimas
violaciones de los datos de RMN y con un valor maximizado de desviacion cuadratica

media (RMSD, por sus siglas en inglés) entre los miembros de la familia seleccionada.

Los dos grandes métodos para la generacion de estructuras son: Distancias Geométricas
(Distance Geometry, DG) y Dinamica Molecular Restringida (rMD) (83). DG determina el
ensamblaje de estructuras tridimensionales consistentes de un set de restricciones de
distancia incompleto. Incompleto porque no todas las distancias pueden ser
caracterizadas debido a que el NOE est4 limitado a distancias menores de 5 A y porque
las restricciones de distancia no se conocen exactamente. EI método rMD es una
alternativa a DG. En este método, los campos de fuerza de dinAmica molecular estan
suplementados por términos de seudoenergia basados en las restricciones obtenidas en
RMN. Estos potenciales manejan la estructura hacia una conformacién que reducira las

violaciones de las restricciones durante campos de fuerzas de calentamiento y
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enfriamiento. La implementacion computacional mas eficiente de este método usa un
campo de fuerza simplificado en el cual los términos de longitudes de enlace, angulos de
enlace, fuerzas repulsivas de van der Waals son guardadas (los términos de fuerzas
electrostaticas y atractivas de van der Waals son ignorados), es conocido como Simulated
Annealing (SA) (84). En muchos laboratorios, se escoge un método hibrido para el célculo
de estructuras. Las estructuras iniciales son generadas por DG, con el fin de ahorrar
trabajo computacional, solamente un grupo de atomos puede ser incluido para proteinas
grandes. Las estructuras resultantes tienen un enrollamiento global correcto, pero una
muy pobre geometria local, las cuales luego son refinadas usando rMD. El proceso de
“Simulated Annealing” remueve muchas de las violaciones locales de las restricciones

obtenidas por 'H-RMN e inconsistencias covalentes presentes en las estructuras de DG.

La precision con la cual una estructura puede ser calculada esté directamente relacionada
al numero de restricciones experimentales usadas para generarla. Las estructuras son de
baja resolucion cuando hay pocas restricciones (como 5 por residuo), mientras que las
estructuras mas precisas obtenidas de los datos de *HRMN pueden tener hasta mas de
15 por residuo (73). Para estos ultimos casos la desviacidon de la raiz cuadrada de las
medias (RMSD, por sus siglas en Ingles) de los a&tomos de la cadena principal para la

estructura promedio puede ser tan baja como 0.5 A para las regiones con estructuras

secundarias bien definidas. El uso de marcaje con nitrégeno 15 (**N) o carbono 13 (**C)
permite identificar NOEs no ambiguos, incrementando el niumero de restricciones por
residuo (hasta 20-25) y permitiendo estructuras de més alta precision (valores de RMSD

para la cadena principal en el rango de 0.3-0.5 A) (73). Entonces, muchos cientos de

sefales NOE deben ser asignados sin ambiguedad para usarlos en estos calculos. La
capacidad de asignar los grupos proquirales estéreo-especificamente (especialmente
grupos CBH, y CyH; de los residuos de valina y leucina) son criticos para obtener
estructuras de alta precision. Para los protones —metilenos y los y-metilos de valina las
asignaciones estéreo-especificas permite la identificacion de los rotdmeros
predominantes. Para los protones CBH de prolina y los de la cadena lateral de asparagina
y glutamina, las asighaciones estéreo-especificas son mas simples y pueden ser
realizados solamente sobre la base de los NOEs obtenidos.

Los puentes de hidrégeno son un suplemento Gtil a los NOEs y los dngulos diedros para
la determinacion de estructuras. Los puentes de hidrégeno son inferidos de la observacion

de la pendiente que se origina al graficar el desplazamiento quimico de la interaccién HN
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de cada aminoacido de la cadena peptidica vs. temperatura. Esta interaccion es analizada
mediante los espectros TOCSY que han sido obtenidos a diferentes valores de
temperatura (285K, 295K, 305K y 315K). Los puentes de hidrogeno usualmente son
descritos por las distancias de los nudcleos involucrados, utilizados en el célculo de

estructura como “constraints” de distancia (NH....... 0O, 1.8-25 A). De esta manera los

experimentos de RMN proveen una informacion no ambigua de la identificacion de
puentes de hidrogeno, en la practica se usan, estos puentes, en las regiones bien
definidas con estructura secundaria y en los célculos iniciales de geometria de distancia
(83-86).

4.8. Técnicas Inmunoquimicas

En las dltimas décadas el desarrollo de ensayos basados en el uso de anticuerpos ha
representado un gran avance en el andlisis de sustancias de interés en la biologia y en la
inmunologia, estos ensayos reciben el nombre de técnicas o procedimientos
inmunoquimicos, los cuales presentan algunas ventajas como: a) su alta sensibilidad y
especificidad, y que, b) son relativamente rapidos y sencillos (87, 88).

Las técnicas inmunoquimicas se basan en la capacidad del reconocimiento de un
antigeno (Ag) por parte de un anticuerpo (Ac) especifico. La propiedad que tienen los
anticuerpos de unirse con alta especificidad a los antigenos, determina que estos se
conviertan en reactivos muy Utiles en la deteccion, purificacién y cuantificacion de una
gran cantidad de analitos (Ag); adicionalmente, el hecho de que esta unién pueda ser
medible por fendmenos de precipitacion, aglutinacion y otros mecanismos indirectos como
marcaje con fluoresceina, con radiois6topos o con enzimas, hacen que estos métodos se
empleen ampliamente (89).

Existen varias técnicas que aprovechan este principio y a continuacion se mencionan
algunas de ellas:

- Técnicas de aglutinacién: Cuando el Ag se encuentra unido o formando parte de
células, bacterias o particulas, la reaccion Ag-Ac se puede detectar y cuantificar por el
aglutinado celular o bacteriano formado.

- Técnicas de inmunoensayo: Para la realizacion de estas técnicas el anticuerpo se
marca con un fluorocromo detectandose la formacién del complejo Ag-Ac por la

fluorescencia emitida.
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- Técnicas de radioinmunoensayo: En estas técnicas al anticuerpo se une un is6topo
radiactivo siendo posible la cuantificacion del complejo Ag-Ac a través de la radiactividad
emitida.

- Cromatografia de afinidad: La especificidad de la union Ag-Ac puede utilizarse para
obtener Acs y Ags puros.

- Inmunoprecipitacion y Western Blot. Permite detectar la presencia y cantidad de

antigenos y anticuerpos especificos.

En este estudio se utilizaron las siguientes técnicas de inmunoensayo:

- Inmunofluorescencia Indirecta (IFI): El propdsito de la inmunofluorescencia es
detectar la localizacién y la abundancia relativa de cualquier proteina.
Las reacciones de inmunofluorescencia se fundamentan en el marcaje del Ag o del Ac
con una sustancia fluorescente (rodamina, isotiocianato de fluoresceina- FITC, etc),
detectable con el microscopio de fluorescencia. En la IFl en un primer paso se usa el Ac
(Ac-primario) especifico no marcado, y en una segunda fase un anticuerpo anti-
inmunoglobulina humana (Ac- secundario), producido en conejo, cabra o cobayo, dirigido
contra las fracciones constantes (Fc) de las inmunoglobulinas 1gG, IgA y/o IgM. Este
anticuerpo anti-inmunoglobulina humano est4 conjugado o acoplado a un fluor6foro

(generalmente FITC) el cual reacciona de forma especifica con el Ac primario (87).

- Ensayo de inmunoadsorcién asociado a enzimas (ELISA): Se basa en el uso de
antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un
soporte (inmunoadsorbente) la reaccidon antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por
tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un substrato especifico que al
actuar la enzima producird un color observable a simple vista o cuantificable mediante el

uso de un espectrofotometro o un colorimetro (90).

- Western Blot: El término “blot” hace referencia a la transferencia de macromoléculas
biolégicas desde un gel hasta una membrana y su posterior deteccién en la superficie de
la misma. Este proceso es necesario ya que todas estas macromoléculas estan

embebidas dentro de la matriz que forma el gel, lo que imposibilita realizar su deteccidn,
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mientras que en la membrana, se encuentran accesibles al estar adheridas sobre la
superficie de la misma. La técnica del Western Blot (también llamado “inmunoblotting”
debido a que se utilizan anticuerpos para detectar el antigeno o los antigenos especificos
de interés) permite la identificacion y caracterizacion de proteinas. La especificidad de la
union antigeno — anticuerpo permite la deteccién de una Unica proteina dentro de una
mezcla compleja de otras proteinas. En la actualidad se utiliza como criterio de
identificacion positivo de una proteina especifica en una mezcla compleja, para obtener

datos cualitativos y semicuantitativos sobre la misma (90).

51



5. METODOLOGIA

52



5. METODOLOGIA

Esta seccion contiene las técnicas utilizadas en la parte experimental de este trabajo.

5.1. Sintesis de péptidos en fase solida

Los péptidos seleccionados en esta tesis, se sintetizaron por la estrategia t-Boc/Bencil (t-
Boc/Bcl) que utiliza el tert-butoxicarbonil (t-Boc) como protector de los grupos a-amino y
el grupo bencil (Bcl) como protector de las cadenas laterales de los aminoacidos. La
cadena peptidica se sintetizé sobre una resina comercial MBHA (clorhidrato de p-
metilbencilhidrilamina), esta resina tiene un grupo amino activo al que se le une el primer
aminodcido, el crecimiento de la cadena péptida tiene lugar desde el extremo carboxilo
hacia el extremo amino del péptido (91, 92).

El proceso de acople de cada aminoacido requiere los siguientes pasos:

1. El grupo protector a-amino (t-Boc) es eliminado del aminoacido anclado antes de la
unién del siguiente aminoacido, la eliminacion de este grupo protector es realizada con
acido trifluoroacético (TFA) al 50% por 25 min.

2. Activacion del grupo a-carboxilo del aminoacido entrante con la ayuda de reactivos de
acople como el 1-hidroxibenzotriazol (HOBT) o la N,N-diciclohexilcarbodimida (DCC),
con el objetivo de que el grupo a-carboxilo sea susceptible de reaccionar con el grupo
amino de la cadena del péptido creciente.

3. Se lleva a cabo la reaccion de acople por 1 hora con agitacion constante a temperatura
ambiente.

4. Una vez finaliza la reaccion de acople esta se monitorea mediante el test de Kaiser o
ninhidrina (66).

Como se muestra en la figura 17, este proceso de desproteccion, activacion y acople se
repite hasta completar la secuencia del péptido deseado. En el caso de los aminoacidos
trifuncionales, las cadenas laterales estan protegidas durante toda la sintesis para evitar
polimerizaciones y reacciones no deseadas con dichas cadenas. Una vez terminada la
sintesis de la cadena peptidica, se eliminan los grupos protectores de las cadenas
laterales de los aminodcidos y se realiza separacion del péptido de la resina con la

metodologia de alta y baja concentracion de acido fluorhidrico (HF) (66, 93).
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Figura 17. Sintesis de péptidos en fase Solida estrategia t-Boc/Bcl

5.2. Oxidacion para la polimerizacion de los pépt  idos

Durante la sintesis del péptido se adiciona al extremo amino, residuos de cisteina y glicina
(CG) y al carboxi terminal residuos de glicina y cisteina (GC) para la obtencion de
péptidos con alto peso molecular; mediante la reaccion de polimerizacién, que se da por

la capacidad que tiene la cisteina de formar enlaces disulfuros intercatenarios, lo que
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permite la formacion de polimeros (cadenas peptidicas de alto peso molecular), esta
reaccion de polimerizacion se realiza por oxidacion con oxigeno a pH bésico.

El procedimiento es el siguiente: después de liofilizar el péptido se disuelve a una
concentracion de 4 mg/mL en agua destilada, se ajusta el pH a 7 con soluciones de NaOH
o HCI, luego se coloca una corriente de oxigeno a burbujeo continuo durante seis horas y
se realiza la prueba de SH libres (prueba de Ellman) (94), para monitorear el proceso de
polimerizacién. Si el ensayo de Ellman es positivo se vuelve a ajustar el pH y se continta
la oxidacion hasta prueba de Ellman negativa. Una vez terminada la oxidacion la solucion
del péptido se dializa en bolsas de celulosa de rango molecular adecuado contra agua
destilada, desionizada y libre de pirégenos; durante 36 horas, con cambios, cada 2 horas.
Finalizada la dialisis se centrifuga y se liofiliza la parte soluble. El producto obtenido es
heterogéneo con diferentes pesos moleculares en un rango de 8 a 24 kDa determinado

por cromatografia de exclusibn molecular y electroforesis.

5.3. Purificacion de los péptidos por cromatograf ia liquida de alta eficiencia en fase

reversa (CLAE-FR) semipreparativa

La purificacion de los péptidos sintéticos se realiz6 por CLAE-FR, en un equipo MERK-
Hitachi, utilizando una columna RP-18 (10.0 mm x 250 mm). En el proceso de purificacion
se empleé un programa de gradiente ascendente de 0% hasta 100% de B de los
disolvente orgéanicos (A: H,O-TFA 0.05% y B: CHs;CN (acetonitrilo)-TFA 0.05%) como
fase mévil. En la fase movil se utilizd el TFA como formador de pares iénicos, cuya
principal funcién es formar un par iénico con los grupos amino del péptido, lo que mejora
la resolucién; la deteccion se realiz6 con un detector de UV a una longitud de onda de
210nm (13).

5.4. Caracterizacion de los péptidos

5.4.1. Determinacion de la pureza de los péptidos  por CLAE-FR analitica

La pureza de los péptidos se determin6 por CLAE-FR analitica en un equipo L4250-
Merck Hitachi con auto-muestreador en una columna RP18 (4.0 mm x 125 mm). Para la
determinacion se empled un programa de gradiente ascendente de 0% hasta 70% de B
de los disolvente orgénicos (A: H,O-TFA 0.05% y B: CH3;CN-TFA 0.05%) como fase
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moévil, la deteccion se realiz6 con un detector de UV a una longitud de onda de 210nm
(23).

5.4.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

El andlisis se realiza en un espectrémetro de masas MALDI-TOF Bruker Daltonics
MicroFlex. Se prepara una solucién de0.2 mg de péptido en 200 ul de una mezcla de H,O:
ACN (2:1) y 0.05 % de TFA, se toman 2 ul de esta solucion y se mezcla con 18 pl de
solucién de matriz (Acido a-ciano-4-hidroxicinamico/TFA). A continuacion se aplican 2 pl
de la mezcla péptido-matriz sobre uno de los pozos del porta muestra y se seca al aire.

Posteriormente se introduce la placa en el interior del equipo y se efectia el andlisis.

5.5. Dicroismo Circular (DC)

Los péptidos se analizan en un equipo de DC Jasco J-810. Se utilizan celdas de cuarzo
cilindricas (Hellma) de 1 mL. Las condiciones para la toma del espectro en el equipo son:
corrimientos de 0.2 nm, ancho de banda 1 nm, respuesta 2 seg, sensibilidad estandar,
rango de 160-190 nm, el barrido de 20 nm/min, previo al registro se hacen tres
acumulaciones del espectro. Los péptidos se analizaron a una concentracioén aproximada
5uM solubilizados en 30% de trifluoretanol-TFE/ H,O, se registra el espectro para cada

péptido y su polimero en las mismas condiciones.

5.6. Ensayos de receptor-ligando

5.6.1. Radio-marcaje de los péptidos con ¥

Los péptidos fueron radiomarcados con Na'?’l de acuerdo a la metodologia descrita por
Pinzén (95). Brevemente, los péptidos purificados fueron diluidos en buffer salino (HBS
pH 7.12) y tratados con cloramina T y Na'®I (100mCi/mL) por aproximadamente 15 min
a temperatura ambiente, esta reaccidn es interrumpida con la adicién de bisulfito de
sodio como agente reductor. Los péptidos radiomarcados fueron purificados usando una
columna de cromatografia Sephadex G-10. Posteriormente cada fraccién eluida fue

cuantificada en un contador gamma.
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5.6.2. Ensayos de unién a células HelLa

Los ensayos de union para cada péptido fueron realizados con células HelLa 1.2x10°
células fueron incubados a temperatura ambiente por triplicado con concentraciones
crecientes de '?°l-péptido marcado (0-560nM) en presencia (unién inespecifica) o
ausencia (union total) de un exceso de péptido no radiomarcado (4 nM), HBS fue
agregado y después de la incubacion por 90 min a 4°C las células fueron lavadas para
remover los péptidos no enlazados, los péptidos radio-marcados se cuantificaron en un
contador automatico gamma.

La union especifica fue calculada como la diferencia entre la unién total y la union
inespecifica. La pendiente de la curva de la union especifica fue tomada como indicador
para la actividad de union y fue determinada para cada péptido. Aquellos péptidos que
mostraron una actividad mayor o igual al 2% fueron definidos como péptidos de alta
unién (HABPs) (68, 95).

5.6.3. Determinacion de las constantes de afinida d

Los ensayos de saturacion de union se realizaron con cada uno de los HABPs utilizando
células Hela (7.5x 10’ células/uL) a concentraciones entre 0 y 1600 nM en ausencia o
en presencia de 24 uyM de péptido no marcado, se adicioné buffer salino (HBS) y se
incubaron a temperatura ambiente. Posteriormente las células se lavaron y un contador
gamma es utilizado para medir la unién a la célula de los péptidos radiomarcados. Las
curvas de saturacion obtenidas se analizaron y se determinaron las constantes de
disociacion (Kd), el nimero de sitios de union y los coeficientes de Hill (nH) para cada una
de las interacciones péptido-célula. Metodologia descrita por Urquiza en 1996 y otros
(68, 95).

5.6.4. Ensayos de union con tratamiento enzimétic o de células HelLa

Células Hela (4 x10* células/ pL) fueron suspendidas en HBS y tratados con 750 yU/mL
de cada una de las siguientes enzimas: heparinasa | (HI), heparinasa 1l (HIl),
condroitinasa AC (CAC) y condroitinasa ABC (CABC) las cuales fueron utilizadas de
acuerdo a las instrucciones del producto. Luego las células fueron lavadas y se llevo a
cabo el ensayo de unién con los HABPs correspondientes. Células no tratadas se usaron

como control (100% de unién).
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5.7. Estudios de inmunogenicidad de los péptidos

5.7.1. Animales e Inmunizacién

Se emplearon monos Aotus nativos de la selva amazoénica colombiana los cuales fueron
mantenidos en cautiverio en la estacion de primates de la FIDIC en Leticia (Amazonas)
durante el estudio, cumpliendo las normas establecidas por las leyes colombianas (ley 84
de 1989 y resolucion 594 de 1996), las condiciones establecidas por la CCAC (Comité on
Care and Use of Laboratory Animals, U.S.A) y el respaldo y vigilancia de
CORPOAMAZONIA.

Se utilizaron grupos de 5-9 monos del genero Aotus para ensayar cada péptido
polimérico, los cuales deben ser IFlI negativos para P. falciparum, los monos se
inmunizaron subcutaneamente en los dias 0, 20 y 40 con 250 pg de cada uno de los
péptidos polimerizados. En la primera inmunizacion el péptido se homogeniza con 200 pL
de una mezcla de agua y adyuvante Completo de Freund (ACF) (50%:50%), en la
segunda y tercera inmunizacion se usa con adyuvante incompleto de Freund (AIF). El
grupo control recibié solucidn salina con ACF o AlF. Se tomaron muestras de sangre para
estudios de anticuerpos, el dia 20 después de la segunda y al dia 40 después de la

tercera inmunizacion (Figura 18). Los titulos de anticuerpos se midieron por ELISA e IFI.

5.7.2. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta (  IFl)

Para el analisis de la respuesta inmune de anticuerpos inducida por los péptidos se
tomaron laminas que tienen fijados esporozoitos de la cepa NF54 de P. falciparum, estos
fueron incubados con solucién de bloqueo (leche descremada al 1% en PBS) por 30 min,
después se efectuaron lavados con PBS (1X) y se pusieron a secar las laminas durante
30 min. Luego se adiciono 15uL de suero a cada pozo y se incubo por 30 min a
temperatura ambiente, seguidamente se lavdé con PBS. Finalmente, se adiciono el
anticuerpo anti-lgG de Aotus (obtenido en cabra) marcado con fluoresceina diluido 1:20
en PBS (1X) y se incubo durante 30 min en oscuridad total, al cabo de este tiempo se lavo
con PBS (1X) y se secaron las ldminas. La reactividad del suero es determinada por

microscopia de fluorescencia.
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Fuente de las fotos Raul Rodriguez (FIDIC)
Figura 18. Esquema del ensayo de inmunizacion.

5.7.3. Western blot

Se tomaron aproximadamente 125 ug de la proteina recombinante a analizar (SPECT-1 y
-2 y SIAP-1y 2, las cuales fueron obtenidas en el laboratorio de Biologia Molecular de la
FIDIC), se separ0 por electroforesis en gel de poliacrilamida y se transfirio a una
membrana de nitrocelulosa por 3 horas a 20V. Posteriormente, se colocé la membrana
con solucién de bloqueo (tris-buffer salino-TBS, 1% Tween-20 y leche descremada al 5%)
y se incubo por 30 min a temperatura ambiente, esto con el fin de evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos que se usaron, luego se lavo con una solucién de TBS -
Tween 20 al 1% en PBS. Para realizar la reaccion antigeno-anticuerpo, la membrana de
nitrocelulosa electro-transferida se cort6 en tiras de 0,4 cm y se incubaron por 30 min con
una solucién que contiene el anticuerpo diluido en solucién de bloqueo, luego se lavo el
exceso de solucion con TBS-Tween 20. Después se agreg6 el anticuerpo anti IgG de

Aotus (obtenido en cabra) conjugado con fosfatasa alcalina y se incubo nuevamente por
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30 min a temperatura ambiente, después de este tiempo se lavd con TBS-Tween 20 y
finalmente se revelo adicionando el sustrato apropiado (cloruro de tetrazolio nitro-azul,
NBT/sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3'-indolilfosfato, BCIP) para la deteccion de la

proteina de interés.

5.7.4. Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas  — ELISA

En los pozos de la caja de poliestireno se pusieron 10ug de cada péptido, solubilizado en
100 pL de PBS (1X) y se incubo a 37°C toda la noche, luego se realizaron lavados con
PBS (1X)-0.05% Tween-20. Para bloquear sitios inespecificos se utilizd6 una solucion de
blogueo (PBS (1X) - 0.05% Tween-20 - leche al 4%) y se incubo por 2 horas a 37°C, al
cabo de este tiempo se lavdo con PBS (1X)-0.05% Tween-20. A continuacion, se
adicionaron 100 pL de los sueros diluidos en solucion de bloqueo y se incubo por 2 horas
a 37°C. Posteriormente, se afadié el conjugado (anti-lgG de Aotus acoplado a
peroxidasa) diluido 1/1000 en solucién de bloqueo y se incubo por 1 hora a 37°C. Por
altimo, se adiciono 100 pL de la solucion de sustrato (3,3,5-tetrametilbencidina
peroxidasa) y se incubo por 15 min a temperatura ambiente, se realizé la lectura de la

placa en un espectrofotometro UV/VIS a una longitud de onda de 620 nm.

5.8. Obtencion del Modelo Tridimensional de los P éptidos

5.8.1. Resonancia Magnética Nuclear ( *H-RMN)

Para el estudio conformacional por *H-RMN de los péptidos, se solubilizaron 10 mg de
cada péptido puro en 500 uL de 30% de trifluoretanol deuterado-TFE-d3/H,0 (Cambridge
Isotope 99,94%) (30/70, v/v), la adquisicion de todos los experimentos se realizé a 295K

y como punto de referencia se utilizo la sefial del agua a 4,75 ppm.
Todos los espectros fueron realizados en un espectrometro DRX 500 MHz marca Bruker,
equipados con unidad de temperatura Eurotherm B-VT2000 y la unidad de enfriamiento

BCU 05 (Bruker) con una estabilidad de temperatura de + 0.1 °C.

El primer experimento que se tomo es un unidimensional el cual permite estandarizar

todas las condiciones de corrido de los experimentos 2D.
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Como se mencion6 en la secciébn anterior se realizan 3 experimentos de RMN
bidimensionales COSY, TOCSY y NOESY, los que permiten la asignacién de los protones
de los aminoéacidos de los péptidos y para la deteccion de estructura secundaria en la
solucion. En la realizacion de los experimentos 2D cada muestra estuvo en el magneto
aproximadamente 4 dias, tiempo en el que las muestras fueron estables y permanecieron

solubles.

Adicionalmente se tomaron experimentos TOCSY a diferentes temperaturas (285K, 305K,
315K), con el objetivo de encontrar los aminoacidos que estuvieron involucrados en
puentes de hidrégeno, los cuales son inferidos de la observacion de la pendiente (-
ASHN/ATx10% que se origind de graficar el desplazamiento quimico vs. temperatura. Los
desplazamientos quimicos HN que no varian con la temperatura, tendran valores de

coeficiente muy bajos y posiblemente estén involucrados en enlace de hidrogeno (96).

5.8.2. Calculo de la estructura molecular

El andlisis de los elementos estructurales de los péptidos como son: hélices alfa, hojas
plegada beta y giros beta, se llevé a cabo con el software INSIGHT Il de la compaiiia
Accelrys, que mediante su mddulo “Biopolymer” permitidé construir la cadena peptidica
(generando los archivos con extension “.car” el cual contiene las coordenadas cartesianas
y el “.mdf’ contiene las coordenadas moleculares) a la cual se le aplicaron las
restricciones en las distancias hidrégeno -hidrégeno de acuerdo a los datos de distancia
de los NOE, restricciones en las distancias hidrogeno-oxigeno de acuerdo a los datos de
desplazamiento quimico a diferentes temperaturas y restricciones de angulo omega,
dichas restricciones o “constraints” fueron consignados en el archivo con extension .rstrnt.
Con el programa “Distance Geometry” (DG) se cre6 el modelo estructural el cual se refino
mediante la utilizacion de programas de minimizacibn y dindmica molecular
implementados en DISCOVER. Se obtuvo un grupo de 50 estructuras probables y se
inicid un proceso bastante largo que incluyo verificar que cada estructura cumpliera las
distancias interproténicas, los angulos y que no tuvieran energias altas, como este es un
proceso interactivo, se volvié al espectro, se verificaron los NOESs, se analizd si existian
violaciones de distancia y de angulo en cada una de las 50 estructuras obtenidas y luego
se escogié el grupo de estructuras que mas se ajustd a los datos experimentales
obtenidos por *H-RMN, este procedimiento se realizé las veces que fueron necesarias

hasta obtener la familia de estructuras que mejor represento la estructura de los péptidos.
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6. Determinacion de la estructura tridimensional e
inmunogenicidad de péptidos (cHABPs y mHABPS),
derivados de las proteinas SPECT 1y 2, busqueda de

la

relacion entre la estructura 3D y su actividad inmu noldgica
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6. Determinacion de la estructura tridimensional e inmunogenicidad de péptidos
(cHABPs y mHABPs), derivados de las proteinas SPECT 1y 2, basqueda de la

relacion entre la estructura 3D y su actividad inmu nolégica

6.1. Introduccioén

La malaria es una de las enfermedades tropicales mas importantes a nivel global, es
causada por parasitos del genero Plasmodium, siendo el mas agresivo el Plasmodium
falciparum. Esta enfermedad es trasmitida a personas de todas las edades, pero son los
nilos menores de 5 afios y las mujeres embarazadas el grupo mas vulnerable. Alrededor
del mundo se reportan aproximadamente 300 millones de casos clinicos, cerca de un
millon de muertes cada afio, adicionalmente la mitad de la poblacion mundial esta
expuesta a adquirir la enfermedad (OMS).

A pesar de los esfuerzos de investigacion realizados durante décadas, alun no se ha
encontrado un tratamiento terapéutico efectivo para la malaria. Por eso surge la
necesidad de continuar con los estudios del desarrollo de una vacuna eficaz contra la
malaria causada por P. falciparum como lo viene haciendo la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia (FIDIC) desde hace méas de dos décadas. El avance es notable
en este propédsito, ya que se ha desarrollado una metodologia robusta, Idgica y racional
en la caracterizacion de antigenos del estadio exo-eritrocitico e intra-eritrocitico del
parasito, que determina especificamente las secuencias de aminoacidos de las proteinas
del parasito involucradas en la unién e invasion a células HepG2, HelLa y a GR, teniendo
hasta el momento un gran nimero de moléculas del estadio intra-eritrocitico identificadas
como potenciales blancos para el desarrollo de una vacuna contra la malaria y pocas
moléculas blanco de la etapa pre-eritocitica (3, 8). Entonces, siguiendo este camino y con
el animo de contribuir con la identificacion de antigenos del estadio exo-eritrocitico, en

este trabajo se estudio la familia de proteinas SPECT -1y -2.

6.2. Proteina de Micronema del Esporozoito Esenci al para el Paso a Través de las
Células 1 y 2 (Sporozoite microneme Protein Essenti  al for Cell Traversal-1 and 2 -
SPECT-1y-2)

El andlisis de los genes de spect 1 y 2 mediante Southern blot muestra que son genes de

copia Unica que contienen cuatro intrones, una busqueda de este gen en el genoma de
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Plasmodium revela que es conservado en algunas especies de Plasmodium, por ejemplo
la proteina SPECT-1 de P. falciparum comparte el 45,6% de identidad en la secuencia
cuando se compara con la SPECT-1 de P. berghei (97), de igual manera al realizar un
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para SPECT-2 se observa que comparte un
alto grado de identidad con P. reichenowi, P. knowlesi y P. chabaudi, entre otros. Por otra
parte, ensayos de inmunofluorescencia indirecta de SPECT-1 y -2 muestran que su

expresion se limita a la etapa de la glandula salival del mosquito (51, 97).

SPECT-1 de 28 kDa y SPECT-2 de 95 kDa (Figure 19) también conocida como PPLP-1
Plasmodium Perforine-Like Protein-1 fue la primera proteina descrita en Plasmodium que
tiene el dominio del complejo de ataque a la membrana/perforina (membrane attack
complex/perforin — MACPF) presente en su estructura (31), lo cual la hace miembro de la
super-familia de proteinas MACPF y forma parte de la maquinaria que usa el parasito
para invadir las células hospederas mediante la apertura de las membranas de estas

células antes del paso a través de las células (98).

1 244

SPECT-1 (28kDa)

1 Dominio 844
SPECT-2 (95kDa) MACPF

3 Péptido sefial E=Region conservada E=JRegion variable

Figura 19. Representacién esquematica de SPECT-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.

SPECT-1 y SPECT-2 son proteinas que se almacenan en los micronemas,
especificamente producidas por los esporozoitos que infectan al higado, siendo
esenciales en el viaje del esporozoito desde las células de la dermis hasta las células de
Kupffer, demostrando su habilidad de atravesar las células, fenébmeno que juega un papel
importante en la trasmision del parasito de la malaria desde el vector hacia el hospedero
vertebrado, y que es requerido por los esporozoitos para invadir los hepatocitos (31, 97,
99). Esto fue demostrado en un ensayo in vivo en el cual se utilizaron esporozoitos a los
cuales se les interrumpi6 selectivamente los genes de spect-1 y spect-2 (en ensayos

separados), en este estudio se encontr6 que se afecta la infectividad de estos
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esporozoitos, y que adicionalmente, pierden por completo su habilidad de atravesar
células HelLa in vitro, lo que confirma que las proteinas SPECT-1 y -2 son importantes en
la habilidad del parasito para cruzar las barreras de la célula, especialmente en el avance
del esporozoito desde la dermis hasta el hepatocito (55, 56); mientras que ain no es muy
claro el mecanismo por el cual SPECT-1 participa en este proceso, la presencia del
dominio MACPF en SPECT-2 ayuda en la ruptura de la membrana de la célula hospedera
por medio de la formacion de poros (98) y por eso esté involucrada en la migracién del
parasito. Ademas se ha observado que en ausencia de las dos proteinas no hay
formacion de poros en las membranas de las células hospederas como resultado del “cell-
traversal”, lo que sugiere que SPECT-1 y SPECT-2 trabajan juntas o de una manera

consecutiva para formar el poro (100).

Recientemente fue reportada la estructura 3D de SPECT-1 por cristalografia de rayos x
(100), la cual tiene una cavidad que posee (750 A% y se ha sugerido que puede unir un
ligando especifico como otra proteina o colesterol que se encuentra sobre la membrana
de las células hospederas y que tiene un volumen de 630 A® y que esta union favorece
un cambio conformacional en la estructura de SPECT-1 que es importante para realizar

su funcién (100).

En un estudio realizado por Ishino y colaboradores (51) en el cual se inocularon via
intravenosa esporozoitos a los cuales se les interrumpi6 el gen de spect-2, se observa
que estos esporozoitos permanecen en la circulacidbn y que no se presentan en el
parénguima hepdtico, lo que indica que SPECT-2 es necesaria para cruzar la capa de
células sinusoidales atravesando las células de Kupffer (51); concluyendo entonces que
SPECT-2 si participa en la ruptura de la membrana de la célula hospedera.

Adicionalmente, ellos demostraron que esporozoitos en los cuales se ha interrumpido el
gen de spect-2, no pueden escapar de la vena sinusoidal mediante la invasion de las
células de Kupffer, lo que sugiere que SPECT-2 puede estar involucrada en el primer

paso de la invasion de la célula, rompiendo la membrana celular (51).

Por otro lado SPECT-2 también ha sido reportada en la etapa eritrocitica, mas
exactamente, en la vacuola parasitéfora y en la membrana celular de esquizontes
maduros, y la han relacionado con la salida del merozoito del esquizonte. Garg y

colaboradores demostraron que la liberacion de SPECT-2 de los micronemas del
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esquizonte tardio (merozoito) es dependiente de la concentracion de calcio (Ca™®)
intracelular y una vez es liberada, esta se une a la membrana permitiendo su
oligomerizacion y la permeabilizacién de la membrana para facilitar la salida del merozoito
al torrente sanguineo (101).

Por la importancia que tienen las proteinas SPECT-1 y -2 en la migraciéon de los
esporozoitos desde que son inoculados en la dermis del hospedero humano hasta la
llegada del parasito a las células hepéticas, en el presente estudio se propone la
caracterizacion estructural de péptidos de alta capacidad de unién a células HeLa de
estas proteinas y de alguno(s) de sus analogos, que indujeron anticuerpos en monos
Aotus contra la proteina nativa del parasito, o contra la proteina recombinante. Lo anterior,
permite analizar si existe una relacion entre la estructura tridimensional de estos péptidos

(hasta ahora desconocida) y su actividad inmunoldgica.

6.3. Resultados y Discusién

6.3.1. Sintesis, purificacion, caracterizaciony  ensayos de union de los péptidos de

las proteinas SPECT-1y 2 a células HelLa

6.3.1.1. Proteina SPECT-1

En el caso de SPECT-1 se sintetizaron 12 péptidos no sobrelapados de 20 residuos, los
cuales abarcan la secuencia completa de la proteina, estos fueron sintetizados en fase
sélida por la estrategia t-Boc (64) y a cada uno se le asigné un ndmero consecutivo de
acuerdo al orden serial que se sigue en el grupo de sintesis quimica de FIDIC, esta
codificacion va desde el péptido nimero 33368 (amino terminal) hasta el 33379 (carboxi
terminal).

Una vez sintetizados los péptidos, se someten a andlisis por CLAE-FR y espectrometria
de masas. Los cromatogramas evidencian la presencia de una sola especie mayoritaria y
sus espectros de masas muestran un pico que corresponde al peso molecular tedrico de

cada uno de los péptidos sintetizados.

Por otra parte, como se sabe, una de las condiciones para realizar la determinacion de la
estructura por *H-RMN es un alto grado de pureza en las muestras, entonces a los
péptidos sintetizados y caracterizados se les someti6 a un proceso de purificacion

adicional por CLAE-FR. En la figura 20 se muestra un ejemplo de cromatograma y de
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espectro de masas para el péptido 33375 purificado; el cromatograma presenta un solo
pico en un tiempo de retencion de 26.45 min sugiriendo la presencia de una sola especie
y Su espectro de masas muestra un pico en 2146,656 que corresponde al peso molecular
tedrico que es 2415,4; lo que confirma que los procesos de sintesis y purificacion fueron

exitosos.
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Figure 20. Caracterizacion del péptido 33375. a) Cromatograma obtenido por CLAE-FR. b)
Espectro de masas obtenido por MALDI-TOF

En la Figura 1B del anexo 1 se muestra el perfil de union de los péptidos a células Hela,
en el cual se observa en verde las regiones conservadas de la proteina; adicionalmente
se muestran unas barras negras de diferente longitud que indican cuales de estos
péptidos se unen a la célula blanco con alta afinidad y los péptidos de baja union.
Entonces, para esta proteina se identificaron tres péptidos conservados de alta capacidad
de union (HABPs-conservados o CcHABPs) a células Hela, el 33372
(®®ASLEEVSDHVVQNISKYSLT'Y), el 33374 (*LISNLSKRQQKLKGDKIKKVY?*®) y el
33375 (**TDLILKKLKKLENVNKLIKY'®®) los cuales se encuentran localizados en la region
central de la proteina. Cuando estos cHABPs se sometieron a tratamiento enzimatico para
conocer el posible origen de los receptores sobre la superficie de la célula a los cuales se
estdn uniendo, se encontré que la unién de 33372 se ve afectada por CACB, lo que
sugiere que se esta uniendo o tiene interacciones con receptores que contienen dermatan
sulfato, mientras que la unién de 33374 se vio disminuida por HI y HIl, lo que indica que
tiene interacciones con moléculas que contienen polisacaridos tipo heparina sulfatadas o
similares y la unién de 33375 se vio afectada por todas las enzimas utilizadas, lo que
plantea la posibilidad que esta siendo reconocido por varias clases de proteoglicanos
como los tipo heparina sulfatada, condroitin sulfato o dermatan sulfato (Tabla 1, anexo 1),
conocer la clase de receptores a los cuales se unen estos péptidos es importante ya que
como demostré Pradel en 2002 proteinas como la CSP del esporozoito se unen a

proteoglicanos altamente sulfatados como sulfato de condroitin y moléculas similares al
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sulfato de heparina que se encuentran en la superficie de las células de Kupffer, el cual es
el primer paso de reconocimiento por parte del esporozoito en su busqueda de la célula
hepatica a invadir para su desarrollo (69, 97), por lo tanto, el hecho de que estos péptidos
probablemente reconozcan esta clase de proteoglicanos sulfatados indica que SPECT-1
en su paso por las células posiblemente use este tipo de receptores para pasar a través
de ellas (“cell traversal”), lo que sugiere nuevamente, como se ha reportado en la
literatura (99) que esta proteina es importante en el paso del esporozoito a través de las

células.

Por otra parte, la tabla 1 del anexo 1 muestra que los cHABPs reconocen entre 84,000 y
281,000 sitios de unién por célula. Ademas, los tres cHABPs tienen una constante de Hill
mayor que 1 lo que indica que cada uno de ellos se une de manera cooperativa positiva
(102), lo que significa que la unién del primer ligando o péptido a su receptor aumenta la

afinidad de los otros sitios de union por el péptido en la célula blanco.

6.3.1.2. Proteina SPECT-2

Para SPECT-2 se sintetizaron 42 péptidos no sobrelapados de 20 residuos, los cuales al
igual que en SPECT-1 abarcan la secuencia completa de la proteina, el orden serial de
estos péptidos inicia en el 34922 (amino terminal) y termina en el 34963 (carboxi
terminal). Los perfiles que estos péptidos muestran en sus cromatogramas y espectros de
masas indicaron que el proceso de sintesis fue el adecuado y por lo tanto, se logré

obtener los péptidos deseados.

En cuanto al ensayo de unién a células Hela (Figura 1B, anexo 1), se encontré que 14
péptidos conservados se unen a esta clase de células, estos se encuentran distribuidos
en tres regiones de la proteina. La regién | la cual es rica en cisteinas y abarca desde el
residuo 21 hasta el 260 donde se encuentra el péptido 34925; la region Il que va desde el
aminoacido 261 hasta el 600, la cual es muy importante debido a la presencia del
dominio MACPF, en este dominio estan los cHABPs 34935 34936, 34938, 34939, 34941,
34946, 34949 y 34951, los cuales son bastante atractivos para ser estudiados a nivel
estructural e inmunoldgico por pertenecer a este dominio; y por ultimo los cHABPs 34953,

34957, 34958, 34959 y 34960 en la region Ill también rica en cisteinas y que incluye los
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residuos 601 a 842. En la tabla 1 se observan las secuencias y ubicacion de estos

péptidos en la proteina.

Al realizar el estudio enzimatico para conocer la naturaleza de los receptores, a los cuales
se unen estos cHABPs, se encontré que: 34925, 34936, 34939, 34949, 34958 y 34959
fueron afectados por HI y CAC, lo que indica que estos cHABPs tienen interaccion con
moléculas de proteoglicanos similares a sulfato de heparina y a sulfato de condroitina;
adicionalmente el 34939 también se une a moléculas que contienen dermatan sulfato; al
péptido 34951 solo CACB fue capaz de disminuir su unién, sugiriendo su interaccion con
proteoglicanos que tienen dermatan sulfato y sulfato de condroitina; 34960 fue
influenciado por HI, lo que revela su unién especifica a moléculas del tipo sulfato de
heparina; y por ultimo 34949 se vio afectado por todas las enzimas estudiadas sugiriendo
gque interacciona con los proteoglicanos antes mencionados (Tabla 1, anexo 1). Estos
resultados obtenidos para SPECT-2 junto con los de SPECT -1 sugieren que una posible
via por la cual estas 2 proteinas median el proceso del paso del parésito a través de las
células (“cell traversal”) sea el uso de receptores del tipo proteoglicanos localizados sobre

la superficie de la célula, al igual que lo hace la proteina CSP (69).

Tabla 1. Secuencia y ubicacion de los cHABPs pertenecientes a SPECT-2

Region cHABP Secuencia
1(21-260) 34925 °'v| CNSILCKNDKISSFINQR™®’
34935 **'EADSLIDPGYRAQIYLMEV®
34936 ' SKEGIANDLSTLQPVNGW*®
1(261-600) 34938 3lyTKSLSAEAKVSGSYWGI**
Presencia del 34939 **'FSASTGYSSFLHEVTKRS®*®
dominio 34941 3 \WDKTTAYKNAVNELPAVF*®
MACPF 34946 “*'SAGGSTDVNSSNSSANDEP?®
34949 °*'KLTPISDSFDSDDLKESYL"®
34951 %8 pKDIIKILTNADTVTKNSAF®®
34953 °*'NFWDNTNALKGYNIEVCE>
34957 "°'SSSGRINSAEYVYSTPCIF'?°
Il (601-842) 34958 "*'MKSCSLNMNNDNQKSYN*°
34959 "“'CVDTTIWSGVNNLSLVALD'®
34960 "' AHGKVNRSKKYSDGELV('®
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Por otra parte, estos cHABPs reconocen entre 19,000 y 360,000 sitios de unién por célula
y presentan una cooperatividad positiva debido a que su constante de Hill es mayor a 1
(Tabla 1, anexo 1), lo que indica que la afinidad de unién de los péptidos a las células

blanco se favorece.

6.3.2. Localizacién de SPECT-1y -2

La identificacion de epitopes B contra estas dos proteinas y su inmunizacién esta descrito
en la seccion de materiales y métodos (2.2) del anexo 1, sin embargo, es necesario
mencionar que se obtuvieron 2 péptidos como posibles epitopes B para cada una de las
proteinas (Tabla 2), para SPECT-1 se sintetizaron, se polimerizaron, se mezclaron e
inocularon los péptidos 37339 y 37340 (mezcla A), en el caso de SPECT-2 se inoculo la
mezcla B que contiene los péptidos poliméricos 37343 y 37344 (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencia de posibles epitopes B para SPECT-1y -2

Proteina Péptido Secuencia

37339 CG**DVEDDSKNENDNIQKMVDD®*GC
37340 CG*°NNDDIKEIELVNFISTNYDK*2GC
37343  CG™'NNSDEEQIENSNNNNSDEEQM°GC
37344 CG*'DKEKRLNFNGDQKDEDNEEN?*’GC

SPECT-1 Mezcla A

SPECT-2 Mezcla B

Los sueros de conejo obtenidos contra las mezclas A y B permitieron detectar la
localizacién de las proteinas SPECT-1y -2 mediante IFI (ver materiales y métodos (2.3)
del anexo 1). En estos ensayos se detectd fluorescencia dada por la FITC en la superficie
del esporozoito y en unas pequefias estructuras intracitoplasmaticas, lo que sugiere su
origen en los micronemas y la translocacion a la superficie del esporozoito, para mediar el
proceso de invasion al hepatocito como sucede con CSP y TRAP (35). Por otro lado, en el
ensayo de colocalizacion que se realizé con anti-CSP producido en Aotus y marcado con
rodamina, se observé un comportamiento similar de fluorescencia caracteristico sobre la
membrana del esporozoito, al igual que el marcaje observado en los micronemas, lo que
confirma la presencia de las proteinas SPECTs en la superficie del esporozoito y su

localizacién en los micronemas (Figura 1A, anexo 1).
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6.3.3. Disefio de péptidos modificados

En los dltimos afios en nuestro grupo se desarrollé un concepto conocido como silencio
inmunolégico, el cual describe la actividad inmunolégica nula que muestran los cHABPs;
es decir, estos péptidos no son antigénicos porque no son reconocidos o son débilmente
reconocidos por antisueros de pacientes que han tenido uno o mas episodios de malaria
causada por P. falciparum; tampoco son inmunogénicos debido a que no son capaces de
inducir anticuerpos después de ser inmunizados y no son capaces de inducir proteccion
contra la enfermedad (3, 8). Sin embargo, se han realizado diferentes estudios en los
cuales se ha alterado este comportamiento inmunolégico, al modificar algunas
caracteristicas quimicas de estos cHABPs, lo que se logra al hacer cambios en algunos
de los aminoacidos criticos en la union, obteniéndose lo que llamamos HABPs
modificados (MHABPS), los cuales, si son inmunogénicos e inductores de proteccion,
debido a que presentan un mejor ajuste en las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC-II, en los humanos corresponde a HLA-DRB*). Dichos
aminodcidos criticos deben ser sustituidos por otros cuya cadena lateral sea similar en
masa molecular y en volumen pero con diferente polaridad; algunos de estos cambios
son: F—R; W—Y; L—H; P—D; M—K; C—T o V; Q—E, A—S (3, 8, 9, 103).

Con base en lo anterior se tomaron los cHABPs 33375 de SPECT-1 y 34935, 34936,
34938, 34941, 34949 y 34951 de SPECT-2 (los cuales pertenecen al dominio MACPF)
para disefar los mMHABPs correspondientes. Estos mHABPs son sintetizados,

caracterizados, polimerizados y usados para inmunizar monos Aotus.

Las secuencias de los mHABPs disefiados para las proteinas SPECT -1y -2 se muestran

en la tabla 3y 4, respectivamente:

Tabla 3. Secuencias de mHABPs pertenecientes a SPECT-1

Péptido Secuencia
33375 TDLILK KLKKLENVNKLIKY]
38150 TDLILK ALGKLONTNK
38152  TDHILK KLKKLONTNK

En esta tabla 3 se observa el péptido 33375 que corresponde al péptido nativo y

resaltados en negrita los nimeros con los cuales se codificaron los mHABPs sintetizados.
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De aqui en adelante los numeros de los péptidos que se encuentran en negrita
corresponden a mHABPs. Ademas, en rojo se observan los aminoacidos que fueron

cambiados.

En la tabla 4 se observan los péptidos nativos o conservados 34935, 34936, 34938,

34941, 34949 y 34951, con sus respectivos péptidos modificados

Tabla 4. Secuencias de mHABPs pertenecientes a SPECT-2

Péptido Secuencia Péptido Secuencia

34935 EADSLI DPGYRAIYLMEWA 34949 KLTR SDSFDSDDKESYDK
38098 EADSINDPGYRAIYLMLWA 38114 KLTPNSDSFDSDRKESYDK
38100 EADSINDPGYRXIYLMLWA 38126 KLTPI SDSFDSDRKESYDK
38130 EADSL DPGYRXYLMVWA 38128 KLTPI SDSFDSDIDKESYDK
38888 KLTPNSDSFDSDRMESYDK
34936 LSKEG | ANDLSLQPVNBWIY | 38958 KLTPI SCSFDSDDBDIMESYDK
38972 LSKEGHANDLSPLQPVNsWI 38960 KLTPI SDSFDSDIDVESYDK
38974 LSKEGHANDLSPLQPVNDWI

34951 DKDI KILT NADTVTKISAP
34938 YT KSLSAEAKVSGSYWGIAS38116 SKDI KILT NADTVTKSAD
38890 SDYTKALAAEAKVSGSYWGI | 38118 SKDNNKILV NADTVTKSAD
38892 SDYTKAHAAEAKVSGSYWGI | 38124 DKDNNKNHWADTVTKISAD
38962 SDYTMAHAEAKVSGSYWGI

34941 WDKTTAYKAVNB.PAVFTG
38092 WDKTTAYKAVNHE.DAVFTG
38094 WDKTTAYKSVYNHE.DAVFTG
38120 WDKTTAYK VDEHAVFTG

6.3.4. Determinacion de la Estructura Tridimensio nal

Se realiz6 la determinacién de la estructura 3D de los cHABPs y los mHABPs por
dicroismo circular, por *H-NMR y célculo de estructura, siguiendo el protocolo mencionado
en la seccién de metodologia.

Inicialmente se usa el DC como un andlisis previo para determinar si el péptido presenta
estructura secundaria como a-hélice o B-turn, si es asi, entonces se determina esta

estructura y la regién de aminoacidos que abarca por medio de la *H-NMR. Vale la pena
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aclarar que a pesar de que algunos péptidos tengan estructura secundaria preferente
determinada por DC, no se puede realizar su estudio por *H-NMR debido a que son

insolubles en el solvente y en la concentracidn requerida para realizar dicho andlisis.

6.3.4.1. Proteina SPECT-1

6.3.4.1.1. Determinacién de la estructura de los  cHABPs 33372, 33374 y 33375
6.3.4.1.1.1. Dicroismo Circular

Los espectros de DC para los tres péptidos (Figura 21) mostraron un maximo positivo de
absorcion intenso en 190nm (correspondiente a la transicion TeTtt) y dos minimos
negativos de absorcién, uno en 209 nm (transicion Te1t*) y el otro en 222 nm (transicion n-
1 (104), los cuales son caracteristicos de una estructura secundaria del tipo a-hélice
(104).

9000001
7000001
500000
3000001
5100000'
- 01
100000+
-3000004
-500000+
-700000+

-600000 T T T —T 1
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 21. Espectro de DC de los cHABPs 33372, 33374 y 33375, mostrando su comportamiento
a-helical

El analisis por DC del cHABP 33375 muestra un patron de estructura secundaria
correspondiente a una a-hélice y la determinacion de la estructura por *H-RMN permite
conocer los aminoacidos implicados en la formacion de la estructura helical. Aunque los
cHABPs 33372 y 33374 mostraron un patrén de estructura secundaria similar, fue
imposible llevar a cabo la determinacién de la estructura por *H-RMN, debido a la
insolubilidad que estos presentaron en la concentracion requerida para este andlisis (10

mg de péptido en 30% de TFE-d3/H20 (v/v)). Aunque se evalué la solubilidad en otro tipo
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de solventes como el DMSO (dimetil-sulfoxido) se decidid no realizar el analisis por *H-
RMN porque se deseaba tener todos los péptidos en las mismas condiciones para

determinar la relacion estructura-funcion.

La determinacion de la estructura 3D por 'H-NMR para el cHABP 33375 se realiz6
siguiendo el protocolo propuesto por Wutrichk (75), utilizando los experimentos
homonucleares bidimensionales COSY, TOCSY y NOESY. A continuacion se menciona

como se realiz6 la determinacién estructural de una manera detallada.

6.3.4.1.1.2. 'H-Resonancia Magnética Nuclear del cHABP 33375

6.3.4.1.1.2.1. Asignamiento

La identificacion del sistema de espin para los aminoacidos se realizd6 mediante el COSY
y el TOCSY como se mencioné en la seccion anterior, en el COSY solamente se
observan las correlaciones entre protones acoplados escalarmente, es decir los que se
encuentran a dos o tres enlaces y son el resultado del angulo de torsion phi (@) entre el
Ha-NH de cada aminoécido, lo que significa que para un péptido de 20 residuos como lo
es este caso, se deben observar 20 sefales, sin embargo, para este péptido solo se
observaron 19 sefiales correspondientes a 19 aminoacidos, en este caso no fue posible
determinar la sefal 20 la cual se le atribuye a la treonina con la cual inicia la secuencia del
péptido, debido a que este residuo no esté acetilado en su amino terminal, lo que permite
que los hidrégenos del grupo amino de la Thr se intercambien facilmente con el solvente y
por tanto no se observa la interaccibn Ha-NH en el experimento; por otro lado, con el
TOCSY (Figura 22a) se observaron las correlaciones entre los protones HN con Ha, Hf,
Hyy Hd; Ha con HB, Hyy Hd.

En la figura 22(b) en la parte superior, hacia campo bajo alrededor de 9.0 a 7.5 ppm en
una dimension y entre 5.0 y 4.0 ppm en la otra dimension se encuentra la zona que se
conoce como huella dactilar, donde se encuentran las correlaciones entre HN y Ha para
cada aminoécido, hacia la parte media del espectro (2.5 a 3.5 ppm) se encuentran los
desplazamientos quimicos de protones HB correspondientes a aminoacidos con sistema
de espin tipo AMX como la Asn, Asp y Tyr presentes en el 33375, en la parte superior
(2.1-1.6 ppm) se encuentran los protones HB, Hy y H& de aminoacidos como Leu, lle, Val,
Glu y Lys, también en la parte superior alrededor (1.5-0.5 ppm) se observan los protones
Hyy Hd de lle y Val.
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Figura 22. Espectro TOCSY del cHABP 33375. a) Vista del espectro completa, [ ] region de
interacciones HN con los hidrogenos de la cadena lateral (Ha, HB, Hy y H9), region de
interaccion entre Ha con HB, Hy y H3), ] region de interaccion entre los HN de los aminoacidos
vecinos y se observan los H de cadenas laterales de aminoacidos arométicos; b) region HN, Ha,
HpB, Hy y HO.

En la figura 22(b) en la parte superior, hacia campo bajo alrededor de 9.0 a 7.5 ppm en
una dimensién y entre 5.0 y 4.0 ppm en la otra dimensidén se encuentra la zona que se
conoce como huella dactilar, donde se encuentran las correlaciones entre HN y Ha para
cada aminodcido, hacia la parte media del espectro (2.5 a 3.5 ppm) se encuentran los
desplazamientos quimicos de protones HB correspondientes a aminoacidos con sistema
de espin tipo AMX como la Asn, Asp y Tyr presentes en el 33375, en la parte superior
(2.1-1.6 ppm) se encuentran los protones Hp, Hy y H® de aminoacidos como Leu, lle, Val,
Glu y Lys, también en la parte superior alrededor (1.5-0.5 ppm) se observan los protones
Hyy Ho de lle y Val.

Ahora bien, ¢cémo se determina el sistema de espin de los aminoacidos?, lo explicare de
una manera sencilla; si se observa la figura 23 se puede ver una linea vertical que se
traza desde la parte inferior hasta la superior del espectro, en el recorrido de esta linea se
encuentran una serie de sefiales que corresponderan, segun su desplazamiento quimico
(observando la tabla de desplazamiento dada por Witrichk (75)) a la interaccion del NH
del aminoacido correspondiente con los H de su cadena lateral, para el caso de la Val se

observan las siguientes interacciones:
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a) Interaccién con coordenadas 8,28 y 3,64 ppm, que corresponde a la correlaciéon
HN-Ha;

b) Interaccién con coordenadas 8,28 y 2.13 ppm, que corresponde a la correlacién
HN-HB;

¢) Interacciébn con coordenadas 8,28 con 0,98 y 0,87 ppm que corresponde a la
correlacion HN-HyCHj.

(7,92 - 3,108
- 285) |

TDLILKKLKKLENVNKLIKY

Figura 23. Regién del espectro TOCSY en la que se distingue el sistema de espin para Val y Tyr.

Realizando este procedimiento se identificaron los sistemas de espin para todos los
aminos acidos de la cadena peptidica; los cuales ademas fueron confirmados en la regién
del espectro donde se observan las interacciones o “cross peak” entre el Ha con Hj, Hyy
Hd. Los valores de desplazamiento quimico para cada hidrogeno de los diferentes

aminoacidos estan consignados en la tabla 5.
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Tabla 5. Desplazamiento quimico de los protones de los aminoacidos del cHABP 33375

Péptido 33375
AA HN Ha HB Otros
T Y(CH3)=1,25
D 7,769 4,42 3,09; 2,80
L 8,130 4,00 1,60; 1,60 yH=1,54 §(CH3)=0,87;0,79
I 7,568 3,85 1,80 V(CH,)=1,55; 1,11 Y(CH;)=0,78 §(CH;)=0,76
L 7,725 4,01 1,61; 1,53 5(CH3)=0,80
K 7,810 4,04 1,90; 1,81 Y(CH2)=1,58; 1,58 §(CH2)=1,66; 1,66 €£(CH2)=2,89; 2,89
K 7,755 3,91 1,84;1,79  Y(CH2)=1,28;1,28 &(CH2)=1,56; 1,56 £(CH2)=2,79; 2,79
L 8,100 3,90 1,87;1,79 yH=1,73 §(CH3)=0,87; 0,85
K 7,665 3,99 1,93;1,88 Y(CH2)=1,47; 1,47 §(CH2)=1,57; 1,57 £(CH2)=2,82;2,82
K 8,220 3,98 1,72* Y(CH2)=1,38; 1,38 §(CH2)=1,50; 1,50 €£(CH2)=2,86; 2,86
L 8,183 3,96 1,79* yH=1,55 &(CH3)=0,77;0,77
E 8,460 3,95 2,15 2,05 Y(CH2)=2,57; 2,37
N 7,880 4,45 2,94 2,69 YNH2=7,45; 6,99
\Y 8,284 3,64 2,13 Y(CH3)=0,98; 0,87
N 8,134 4,28 2,79 2,64 YNH2=7,40; 6,89
K 7,738 4,00 1,93 1,82  VY(CH2)=1,45; 1,45 6&(CH2)=1,59; 1,59 £(CH2)=2,85; 2,85
L 7,724 3,78 1,54 5(CH3)=0,89
I 7,990 3,75 1,82 Y(CH,)=1,47; 1,31 Y(CH3)=0,87 &(CH;)=0,80
K 7,750 3,92 1,54 1,48 Y(CH2)=1,32; 1,32 §(CH2)=1,48; 1,48 £(CH2)=2,93; 2,93
Y 7,918 4,42 3,10 2,85 2,6H=7,23 3,5H=6,92

6.3.4.1.1.2.2. Asignacion de NOEs secuencialesy de media distancia

Para llevar a cabo estas asignaciones, se parte de los sistemas de espin de los residuos
identificados mediante el espectro TOCSY, los cuales son nuevamente asignados en el
espectro NOESY, luego se miran las interacciones entre el Ha del residuo i con el HN del
residuo i+1, lo que permite encontrar la secuencia del péptido, estas interacciones se
buscaron trazando una linea horizontal desde un “cross-peak” Hai-HNi previamente
identificado (o sea la sefial correspondiente a un aminoacido) hasta encontrar una
interaccion que no haya sido asignada y que al trazar una linea vertical a partir de ella
conecte con otra sefial Hai-HNi (que corresponde a un aminoacido vecino en secuencia al
anterior) como se muestra en la figura 24 en las lineas de color negro, también en esta
figura se muestran las correlaciones de este tipo en color rojo.

Una vez se encontrd la secuencia del péptido, esta se confirm6 mediante las interacciones
entre los H de la cadena lateral del aminoacido i con el HN del aminoacido i+1, para este
péptido se encontraron las siguientes correlaciones: L3HB1-14HN, L3HB2-14HN; L8HB1-
K9HN, L8HPB2-K9HN, L8Hy-K9HN; L11HB1-E12HN, L11HB2-E12HN y L11Hy-E12HN;
E12HB1-N13HN y E12HB2-N13HN; N13HB1-V14HN y N13HB2-V14HN; K19HB1-Y20HN y

K19HB2-Y20HN, adicionalmente en la region inferior izquierda del espectro (Figura 22a)

77



donde se encuentran las interacciones entre el HN del aminoacido i con el HN del i+1 se
hallaron las siguientes correlaciones D2HN-L3HN, I4HN-L5HN, L5HN-K6HN, K6HN-
K7HN, K7HN-L8HN, KO9HN-K10HN, L11HN-E12HN, E12HN-N13HN, V14HN-N15HN,
K16HN-L17HN, L17HN-I18HN, 118HN-K19HN, K19HN-Y20HN (Anexo 2); todas estas

interacciones reconfirman la secuencia del péptido.
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Figura 24. Espectro NOESY region de interaccion entre HN y Ha, en color rojo se observan las
interacciones Hai—HNi+1, en azul oscuro los “cross peak” Hai-HNi+2, en morado las interacciones

Hai— HNi+3 y en verde las Hai— HNi+4.

Después de encontrar la secuencia del péptido se procedid a determinar los NOEs de
medio rango los cuales definen el tipo de estructura (75) que se determinan de una
manera similar a los NOEs de secuencia, en la figura 24 se muestra un ejemplo en lineas
de color rojo. Estos NOEs estan relacionados con las interacciones espaciales (<5A)
especificas entre el Ha del aminoé&cido i con el H del grupo amido (HN) de residuos que
estan localizados dos, tres y cuatro aminoacidos adelante del residuo i en la secuencia
peptidica, esto da como resultado interacciones de los siguientes tipos: “cross peak” entre
el Ha del residuo i con el HN del aminoacido i+2 (Hai—HNi+2), las cuales para nuestro
péptido se observan en azul oscuro en la figura 22; interacciones entre Ha del aminoacido
i con el HN del i+3 (Hai—-HNi+3) (Figura 24, en morado); las del Ha del aminoacido i con el
HN del residuo i+4 (Hai—-HNi+4) (Figura 24, en verde) y las interacciones entre el Ha del

residuo i con el HB del residuo i+3 (Hai—HBi+3).
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Para este péptido se identificaron esta clase de interacciones 0 NOEs de medio rango que
se resumen en la figura 25 e indican segun lo propuesto por Withrich (75) que la
estructura secundaria preferencial del péptido 33375 es una a-hélice entre los

aminodcidos D2 y K19.

Péptido 33375

1 5 10 15 20
T D H I L K KL KKULENWVNI KL I K'Y
d aN L I
d NN —
I
d aN(,i+3) —
d aN(,i+4)
dap(i,i+3) ——
d aN(,i+2) —

Figura 25. Diagrama de conectividades. Resumen de los NOEs de medio rango para 33375
definiendo una a-hélice. El grosor de las lineas muestra la intensidad de la interaccién en el
NOESY.

6.3.4.1.1.3. Caélculo de estructura

Se realiz6 a partir del analisis del espectro NOESY a 295 K y de tiempo de mezcla de 400
ms, del cual se obtuvieron 194 NOES los que fueron convertidos en restricciones de
distancia y se dividieron segun su intensidad en NOES fuertes que se les asignho un rango
de valores de distancia interprotdnica entre 1.8 a 2.8 A, NOEs medianos entre 2.8 a 3.5 A
y NOEs débiles entre 3.5 a 5.0 A. Para este célculo se usaron 90 NOEs fuertes, 72 NOEs

medianos y 32 NOEs débiles, los cuales forman parte del archivo 33375.rstrnt (Figura 26).

Como se menciond en la parte de metodologia la molécula a la cual se le aplicaron las
restricciones determinadas por *H-RMN como las distancias interprotonicas, se construyd
con el modulo “Biopolymer” implementado en el programa Insight Il, que después de
construida se aplican los potenciales del campo de fuerza y se optimiza la geometria de la
molécula (Figura 27), generando los archivos 33374.car y 33375.mdf los que
corresponden a la secuencia del péptido analizado en este caso 33375; mediante el

programa DGIl se generaron las 50 estructuras de partida, las cuales fueron refinadas
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usando el protocolo de “simulated annealing, SA” (Anexo 3) de Discover. Adicionalmente,
durante el calculo los enlaces peptidicos fueron forzados a permanecer en conformacion
trans, se aplico una distancia de 8 A como limite de no enlace y de distancia dependiente
de la constante dieléctrica (4 x r). Por otro lado, cuando no se pudieron distinguir en el
espectro los protones diastereotopicos, se usaron correcciones como pseudoatomos
como lo sugiere Withrich (75), en este péptido no se utilizaron distancias de enlace de
hidrogeno como “constraints” o restricciones debido a que no se adquirieron los espectros
TOCSY a diferentes temperaturas.

IBIOSYM restraint 1
|

#remote_prochiral_center
|

#chiral

1.THR_1:.CA S

1:THR_1:.CB R

1:ASP_2:CA S

1.LEU_3:CA S

1:ILE_4:CA S

1ILE_4:CB S

1.LEU_5:CA S

1.LYS _6:CA S

1.LYS 7:CA S

1.LEU_8:CA S

1.LYS 9:CA S

1.LYS _10:CA S

1.LEU_11:CA S

1:GLU_12:CA S

1:ASN_13:CA S

|

#NOE_distance

1:THR_1:HN 1:THR_1:HA 2.800 3.500 3.500 30.00 30.0 0 1000.000 0.00'medium:
1:ASP_2:HN 1 :ASP_2:HA 2.800 3.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0. 00!medium:
1:LEU_3:HN 1:LEU_3:HA 1.800 3.800 2.800 30.00 30.0 0 1000.000 0.00!strong:
1:ILE_4:HN 1:ILE_4:HA 2.800 3.500 3.500 30.00 30.0 0 1000.000 0.00'medium:
1:.LEU_5:HN 1:LEU_5:HA 2.800 3.500 3.500 30.00 30.0 0 1000.000 0.00'medium:
1:.LYS_6:HN 1:LYS_6:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.0 0 1000.000 0.00!strong:
1:.LYS_7:HN 1:LYS_7:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.0 0 1000.000 0.00!strong:
1:.LEU_8:HN 1:LEU_8:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.0 0 1000.000 0.00!strong:
1:.LYS_9:HN 1:LYS_9:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.0 0 1000.000 0.00!strong:
1:.LYS_10:HN 1:LYS_10:HA2.800 3.500 3.500 30.00 30.0 0 1000.000 0.00'medium:
1:LEU_11:HN 1:LEU_11:HA1.800 2.800 2.800 30.00 30.0 0 1000.000 0.00!strong:

Figura 26. Parte del archivo .rstrnt del péptido 33375, donde se muestran algunos NOEs de distancia
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Figura 27. Modelo de conformacion extendida del péptido 33375. A este modelo se le aplican los

“constraints” obtenidos de "H-RMN para que adopte la estructura derivada de tales datos.

Después de realizar diferentes calculos se escogio el mejor resultado dado por el nimero
de estructuras superpuestas y el que mejor se ajusté a los datos experimentales
obtenidos del NOESY. Entonces para este péptido de las 50 estructuras resultantes se
escogieron 16 estructuras de baja energia que no presentaron violaciones de distancia
mayor a 0.3 Ay de angulo mayor de 2.5°. Al superponer estas estructuras escogiendo la
de menor energia como estructura consenso entre los aminoacidos L5-L17 se obtuvo un
RMSD promedio de los atomos de la cadena principal igual a 0.45. El resultado de
analisis de estructura secundaria usando el algoritmo de Kabsch-Sander (105) mostro que
el péptido tiene 3 regiones a-hélice entre H3-K6, L8-E12 y V14-118 (Figura 28). Sin
embargo, por *H-RMN el péptido tiene una regién completa entre D2 a K19, esta pequefia
diferencia con lo obtenido en el calculo de estructura radica en que al analizar los angulos
diedrales ¢ y p de todos los residuos se encontrd que los valores de angulo de K7 y N13
no estaban en el rango permitido (¢=-57+20° y y=-47+20°) para esta estructura a-hélice
en el diagrama de Ramachandran (105). Sin embargo, se puede afirmar que la estructura
preferencial del péptido 33375 estd compuesta por las tres regiones a-helicales antes
mencionadas.

Figura 28. a) Familia de 16 estructuras mostrando el comportamiento a-helical y b) estructura

consenso o sea la de menor energia para el péptido 33375.
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6.3.4.1.2. Determinacion de la estructura de los  péptidos modificados 38150 y
38152 derivados del cHABP 33375

6.3.4.1.2.1. Dicroismo Circular

Los espectros obtenidos por DC para los péptidos 38150 y 38152, al igual que lo mostrado
por su cHABP 33375, muestran los picos de absorcion caracteristicos de una a-hélice

(Figura 29), una banda de méxima absorcioén en 190 nm y dos minimos en 208 y 222 nm.

~=38150
7000001 —33152
500000
£ 3000007
T 1000001
0-

S -100000-
-3000001

-500000 . T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260

Wavelenght (nm)

ol. El

Figura 29. Espectros de DC con sus respectivos minimos y maximos de absorcion de los péptidos
modificados 38150 y 38152.

Sabiendo por DC que su comportamiento estructural es del tipo a-helical, lo que sigue es
confirmar su estructura por *H-RMN y conocer los aminos &cidos implicados en dicha
estructura. La determinacion de la estructura 3D se realizé de la misma manera como se

menciond anteriormente para el péptido 33375.

Vale la pena aclarar en este momento que solo se pudo realizar el estudio por *H-RMN al
péptido modificado 38152, ya que el 38150 mostro baja solubilidad y baja estabilidad en el
solvente utilizado en el analisis.

6.3.4.1.2.2. 1H-Resonancia Magnética Nuclear del péptido modificado 38152

6.3.4.1.2.2.1. Asignamiento y asignacion de NOEs s ecuenciales y de media

distancia
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Por medio de los espectros COSY y TOCSY se identificaron los sistemas de espin para cada
uno de los aminos acidos que conforman la cadena peptidica del péptido 38152 y se
determinaron los desplazamientos quimicos para todos los hidrégenos pertenecientes a los

aminoacidos de la secuencia del péptido (Tabla 6).

Con respecto, a los diferentes espectros TOCSY tomados a diferentes temperaturas (285,
295, 305 y 315 K), se observo la dependencia del desplazamiento quimico del protdn amida
con la temperatura (ASHN/AT), mediante el andlisis del coeficiente de temperatura el cual se
obtuvo al graficar el desplazamiento quimico del HN vs temperatura, este coeficiente
proporciono informacién acerca de la interaccion del HN con las moléculas aceptoras de
enlace de hidrégeno, un coeficiente de temperatura con valor absoluto bajo (<4.5), indico
gue el proton HN estaba protegido del solvente, lo que se interpreté como que dicho protdn
esta implicado en un enlace de hidrégeno intramolecular (96) dando indicio de la presencia
de estructura secundaria en el péptido, los amino&cidos involucrados en puente de

hidrogeno se observan en la figura 30.

Por otro lado, después de analizar el espectro NOESY del péptido 38152, del mismo modo
como se realiz6 para el péptido 33375 se encontraron NOES secuenciales (Hai-HNi+1) de
intensidad fuerte y mediana que permitieron encontrar la secuencia del péptido, ademas se
hallaron NOEs de medio rango caracteristicos de una a-hélice entre los residuos D2 a K16,

los cuales se observan en la figura 30.

Tabla 6. Desplazamiento quimico para el péptido 38152

Péptido 38152

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

T 8,056 4,18 3,98 y(CH3)=1,21

D 8,590 4,37 2,73; 2,73

H 8,052 4,40 3,36; 3,31 2H=8,02 4H=7,20

| 7,695 3,79 1,93 Y(CH2)= 1,53; 1,14 y(CH3)=0,89 §&(CH3)=0,85

L 7,908 4,00 1,48 1,41 8(CH3)=0,85; 0,81

K 7,663 3,89 1,81;1,81 §(CH2)=1,58;1,58 y(CH2)=1,35; 1,35 £(CH2)=2,89; 2,89
K 7,534 3,97 1,90;1,90 §(CH2)=1,64, 1,64 y(CH2)=1,38;1,38 £(CH2)=2,88, 2,88
L 8,300 4,02 1,82;1,82 yH=1,60 &(CH3)=0,83, 0,83

K 8,139 4,09 1,85;1,85 6(CH2)=1,60, 1,60 Yy(CH2)=1,38;1,38 €(CH2)=2,92, 2,92
K 7,760 4,08 1,93,1,93 6(CH2)=1,67, 1,67 Yy(CH2)=1,50;1,41 €(CH2)=2,92, 2,92
L 8,200 3,99 1,87;1,87 8(CH3)=0,85 0,80

Q 8,170 4,09 2,34;2,12 g(CH2)=2,49; 2,49

N 7,970 4,69  2,88;2,79 YNH2=7,45; 6,86

T 7,867 4,25 4,25 Y(CH3)=1,22

N 8,190 4,64 2,80; 2,75 YNH2=7,40; 6,76

K 8,050 4,22 1,87;1,76  §(CH2)=1,66, 1,66 Y(CH2)=1,41;1,41 £(CH2)=2,97, 2,97
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Péptido 38152

1 5 10 15
T DH I L KKULIKKLQNTNK
daN ]
d NN —— s
| ———
qu(i,i+3) ——
] ——
I |
qu(i‘i+4) ]
|
— |
d ap(i.i+3) —— ——
d aN(,i+2)
AJSHN/AT * % * * *

Figura 30. Diagrama de conectividades. Resumen de los NOEs de medio rango para el mHABP
38152 indicando la presencia de una a-hélice. El grosor de las lineas muestra la intensidad de la
interaccién en el NOESY. * indica los aminoacidos involucrados en enlace de hidrégeno por tener

coeficientes de temperatura menores a 4,5.

6.3.4.1.2.3. Calculo de estructura del péptido mo dificado 38152

Para este célculo se utilizaron 207 NOEs los que fueron divididos en 96 NOEs fuertes, 76
NOEs medianos y 35 NOEs débiles, adicionalmente, se incluyeron 5 restricciones

relacionadas con los aminoéacidos involucrados en enlace de hidrogeno (Figura 30).

Se realizaron diversos célculos, hasta obtener el final del cual se escogieron 19
estructuras de baja energia que no presentaron violaciones de distancia mayor a 0.35 Ay
de angulo mayor a 3°. De esta familia de estructuras se tomo la de menor energia sobre
la cual se superpusieron las otras estructuras entre los aminoacidos 2 al 16 de esta forma
se obtuvo un RMSD promedio de los atomos de la cadena principal igual a 0.13,
indicando un buen ajuste entre los conformeros seleccionadas en la familia. El resultado
del andlisis de la estructura secundaria analizando los angulos phi (®) y psi (W) vy
utilizando el algoritmo de Kabsch-Sander (105) mostré que el péptido es una a-hélice
entre D2 a K16 (Figura 31), lo que est& de acuerdo con lo encontrado mediante el andlisis
por *H-RMN.
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a)g \é M V b)IW\/\
Figura 31. a) Familia de 19 estructuras para el mHABP 38152. Estructura consenso para el

mHABP mostrando una regioén helical entre D2 a K16.

Para finalizar, con los estudios realizados de la determinacion de la estructura de los
péptidos derivados de la proteina SPECT-1, en la tabla 7 se resumen los resultados que

muestran que los péptidos analizados son a-hélices.

Tabla 7. Resumen de estructura para los péptidos de SPECT-1

Péptido DC RMN Célculo
33372 Hélice ND ND
33374 Heélice ND ND
33375  Hélice Hélice (D2-Y20)  Hélice (L8-118)
38150 Hélice ND ND
38152  Hélice Hélice (D2-K16) Hélice (D2-K16)

6.3.4.2. Proteina SPECT-2

6.3.4.2.1. Determinacion estructural de los cHABP s 34925, 34935, 34936, 34938,
34939, 34941, 34946, 34949, 34951, 34957 y 34959

6.3.4.2.1.1. Dicroismo Circular

En la figura 1C2 del anexo 1, se observan los espectros de DC para los cHABPs 34925,
34935, 34936, 34939, 34941, 34946, 34949, 34951, 34957 y 34959; los cuales muestran
un maximo de absorcion alrededor de 190nm y dos minimos de absorcion cercanos a 208
y 222nm, estas bandas indican el comportamiento a-helical de estos péptidos, resultados
gue estan de acuerdo con el andlisis de los datos (para cada cHABP) mediante el uso de
algoritmos de deconvolucion como: Continll, SELCON3 y CDSSTR (106), los que indican

un alto contenido de estructura del tipo a-hélice en estos péptidos.
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Por otro lado, se encuentran los cHABPs 34938, 34953, 34958 y 34960 que mostraron
una banda de absorcion intensa alrededor de 200nm (Figura 1C3, anexo 1), lo que indica
la presencia de regiones no estructuradas en estos péptidos o en otras palabras su

comportamiento “random coil”.

6.3.4.2.1.2. 'H-Resonancia Magnética Nuclear

A pesar de la presencia de regiones estructuradas en 10 de los 14 cHABPs derivados de
SPECT-2 (Figura 1C2, anexo 1), solo se escogieron cinco cHABPs a los cuales se les
determind su estructura por 'H-RMN el 34936, 34938, 34941, 34949 y 34951, los que
estan presentes en el dominio MACPF de la proteina, adicionalmente fueron solubles y

estables en las condiciones en las cuales se llevaron a cabo los experimentos.

Asignamiento y asignacién de NOEs secuenciales y de media distancia

Mediante el andlisis de los espectros COSY y TOCSY fue posible determinar tanto el
sistema de spin de cada aminoacido como el desplazamiento quimico de cada hidrégeno
presente en la cadena peptidica de todos los cHABPs.

El estudio de los espectros TOCSY tomados a diferentes temperaturas, mas exactamente
el coeficiente de temperatura, sugirio que los cHABPs 34936, 34941, 34949 y 34951
tienen aminoacidos involucrados en enlace de hidrogeno, los cuales se muestran en la
figura 32 y dan un indicio de la presencia de regiones estructuradas en estas moléculas,
como se esperaba por lo visto en los espectros de DC.

A continuacion, se realiz6 el andlisis de los espectros NOESY de cada uno de los
cHABPs, en primer lugar se hallé la secuencia de ellos, gracias a la presencia de los
NOES fuertes y medios del tipo Hai—-HNi+1, después, se encontraron las interacciones
entre los hidrogenos debidos a efectos dipolares (a través del espacio), o sea, los NOEs
de medio rango del tipo (Hai—-HNi+2), (Hai—HNi+3), (Hai-HNi+4) y (Hai-HBi+3) (Figura
32), los cuales estuvieron presentes en los cHABPs 34936, 34941, 34949 y 34951, lo que
sugirio la presencia de estructura secundaria del tipo a-hélice en estos cHABPS; mientras
gue el 34938 no mostro ningin NOE de esta naturaleza, lo que indica que su
conformacion es totalmente extendida (75), lo que esta de acuerdo con lo encontrado por
DC.
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Entonces, el 34936 mostro tres fragmentos a-helicales cortos entre los aminoacidos K3-16,
D9-T12 y V16-W19, mientras que 34941 y 34951 mostraron una sola region a-hélice entre
T4-P15 y K2-S18, respectivamente, ademas se observa una region flexible hacia el amino
y carboxi terminal para el 34941. Por otro lado, para el 34949 se sugiri6 la presencia de
una o-hélice distorsionada entre S6 y F9, debido a la presencia de los NOEs
correspondientes a (Hai—HNi+2), (Hai—-HNi+3), (Hai—-HNi+4) pero no la existencia de
NOEs del tipo (Hai—HBi+3) los cuales son importantes para definir una a-hélice (75, 96),
ademas, como no se encontraron correlaciones de hidrégenos acoplados espacialmente
hacia el amino y carboxi terminal de este péptido, se sugiere que estas regiones son no

estructuradas (“random coil”).

6.3.4.2.1.3. Caélculo de estructura

Para el analisis estructural de los péptidos 34936, 34941, 34949 y 34951, los “constraints”
de distancia interproténica fueron derivados de sus respectivos espectros NOESY de 400
msec.

Para obtener el modelo estructural de los péptidos fue necesario correr varios célculos
generando 50 estructuras para cada uno; en el célculo final se escogieron las familias
de estructuras que mejor satisfacian los “constraints” y el elemento estructural derivado de
los datos de *H-RMN, del mismo modo, que fueran estructuras de baja energia'y que no
mostraran violacion de angulo diedral mayor de 3° ni de distancia mayor de 0.35 A.
Ademas que la superposicion del backbone de la parte estructurada tuviera un valor de
RMSD bajo y que los angulos ¢ y @ estuvieran alrededor de -57° y -47° respectivamente,
en las regiones helicales, lo que confirma la presencia de esta clase de estructura

secundaria en los péptidos.
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Figura 32. Diagrama de conectividades para los cHABPs derivados de SPECT-2, donde se

muestra la tendencia a-helical excepto para el 34938. El grosor de las lineas indica la intensidad

del NOE. * indica los aminoacidos involucrados en enlace de hidrégeno.
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El resultado del célculo de estructura para estos cHABPs se encuentra depositado en la

siguiente tabla.

Tabla 8. Resultado del calculo de estructura para los cHABPs derivados de SPECT-2

Péptido Caracteristicas NOEs Familia Superposicion RMSD Méx. Viol. Maéax. Viol.
P estructurales iniciales confor. Perp de NOE ( A) de angulo

34936 a-hélice; K3-16,

DO-T12.V16-W19 198 19 E4 -119 0,44 0,35 2,5

34941 a-hélice; A6-E13 173 29 T4-L14 0,18 0,3 3,0

34949 a-hélice distorcionada; 152 19 S6-F9 0.2 03 25

S6-F9
34951 a-hélice; K2-S18 185 21 K2 -S18 0,25 0,3 2,0

NOEs iniciales : Numero de NOEs con los que se inici6 el calculo de la estructura; Familia confor :
Familia de conformeros escogidos; Superposicion : Region en la cual se superpusieron las
estructuras seleccionadas; Max. Viol. de NOE (A) : Maxima violacion de NOE (A); Max. Viol. de

angulo : Maxima violacién de angulo en grados.

Las regiones a-hélice, los extremos amino y carboxi terminal flexibles obtenidas mediante
el célculo de estructura para los cHABPs, estuvieron de acuerdo con lo encontrado por
'H-RMN, lo que indica que la estructura obtenida es la preferencial de dichos péptidos
(Tabla 8, Figura 33). Sin embargo, para el 34941 se observa una ligera diferencia entre el
modelo cuya region helical esta entre A6 y E13 y los NOEs observados por *H-RMN
indican que esta hélice va de T4 a P15, la explicacion es que cuando se analizaron los
angulos @ y wy de T4, T5, L14 y P15, no se encuentran en el rango permitido en el plot de
Ramachandran (107) para esta estructura secundaria, por tal motivo el andlisis por
Kabsch y Sanders (105) no incluye estos aminoacidos en la region a-helical, pero

observando el modelo obtenido se ve la tendencia helical desde T4 hasta P15.
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K3-16; D9-T12, V16-W19

Figura 33. a) Familia de estructuras seleccionadas para los cHABPs 34936, 34941, 34949 y 34951

mostrando su comportamiento a helical y b) estructura consenso de cada uno de los péptidos.

6.3.4.2.2. Determinacién de la estructura de los  péptidos modificados derivados de
los cHABPs 34935, 34936, 34938, 34941, 34949, 34951 pertenecientes a SPECT-2

6.3.4.2.2.1. Dicroismo Circular

Los espectros de DC de los mHABPs 38098 derivado del cHABP 34935; 38890, 38892 y
38962 provenientes de 34938; 38092 y 38094 de 34941, tomados en TFE/H20 (30/70 %v/v)
mostraron una clara y marcada banda positiva, con un maximo a 190 nm y dos bandas
negativas con minimos a 222 y 208-209 nm (Tabla 9), lo que sugiere un alto contenido de a-

hélices en estos péptidos (Figura 34).

Mientras que 38972 y 38974 de 34936; 38114 de 34949, mostraron una elipticidad molar
menor a cero con un minimo intenso entre 199 y 202 nm (Tabla 7), indicativo de regiones no
estructuradas en estos mHABPs (Figura 34), lo que se confirma con los datos de
deconvolucién por los métodos SELCON3, CONTINLL y CDSSTR que sugieren que estas
moléculas tienen entre un 85 y 95% de regiones “random coil”. Para el 38128 de 34949 se

observan un minimo intenso en 202 (Figura 34), lo que sugiere la presencia de una
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estructura del tipo hélice poliprolina-ll de mano izquierda (PPII, por sus siglas en ingles),
ademas, al analizar los datos de deconvolucion obtenidos por los métodos SELCONS,
CONTINLL y CDSSTR, se puede inferir que este péptido también presenta una region de a-
hélice corta, entonces se sugiere que este péptido modificado (38128) tiene una region a-
helical corta precedida o seguida por una estructura hélice-PPII.. Por otro lado, esta el
comportamiento del mMHABP 38118 derivado de 34951 que presenta un maximo en 190 nm
poco intenso y dos minimos en 226 y 204 nm (Tabla 9, Figura 34), la deconvolucion por los
métodos SELCON3 y CDSSTR no es muy clara porque los valores que se observan
respecto al contenido estructural es muy similar tanto para a-hélice como para estructuras
desordenadas, lo que sugiere que el péptido muestra una region con tendencia helical y la

otra region debe ser flexible (Figura 34).

Finalmente, para los mHABPs 38090, 38100, 38116, 38120, 38124, 38130, 38888, 38958 y
38960 (Tabla 7), fue imposible obtener los espectros DC debido a su insolubilidad en las

condiciones del experimento.

Tabla 9. Resultados de dicroismo circular para péptidos modificados derivados de cHABPs
de la proteina SPECT-2.

Max. Min. Estructura
cHABP mHABP Absorcion Absorcion secundaria
(nm) (nm)

38098 190 222; 209 a-Hélice
34935 38100 insoluble ND
38130 insoluble ND
38972 199 random
34936 38974 199 random
38890 a-Hélice
34938 38892 190 222; 208 a-Hélice
38962 a-Hélice
38090 insoluble ND
38092 a-Hélice
34941 38094 190 222; 209 a-Hélice
38120 insoluble ND
38114 199 random
Tendencia helical/
38128 202
34949 PPl
38888 insoluble ND
38958 insoluble ND
38960 insoluble ND
38116 insoluble ND
34951 38118 190 226; 203 Tendencia helical
38124 insoluble ND
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Figura 34. Espectros de DC con sus respectivos minimos y maximos de absorcion de los péptidos
modificados derivados del 34935, 34936, 34938, 34941,34949 y 34951 de SPECT-2.

6.3.4.2.2.2. 'H-Resonancia Magnética Nuclear

Se realiz6 la determinacion de la estructura por *H-RMN de los péptidos modificados
38092 y 38094 derivados de 34941, los cuales son a-helicales por DC.
De los otros péptidos analizados por DC no se realiz6 "H-RMN debido a su marcada
insolubilidad en las concentraciones requeridas para este andlisis.
Asignamiento y asignacion de NOEs secuenciales y de media distancia
El andlisis de los espectros COSY y TOCSY permitié determinar el sistema de spin de
cada aminoécido y el desplazamiento quimico de cada hidrogeno presente en la cadena
peptidica para los dos péptidos.
En la interpretacion de los espectros NOESY se encontraron NOES (Hai—HNi+1) que
permitieron hallar la secuencia de cada uno de los péptidos. También se encontraron
sefales debidas a la interaccion de hidrogenos que se encuentran lejanos en secuencia
pero cercanos en el espacio, o sea, NOEs de medio rango que definen estructura [(Hai—
HNi+2), (Hai—-HNi+3), (Hai-HNi+4) y (Hai-HBi+3)], lo que sugirid la presencia de una a-
hélice (75) entre los residuos D2 y T19 para el 38092 y entre K3 y V17 para 38094
(Figura 35).
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Peptide 38092
1

Peptide 38094
5 10 15 20 1 5 10 15 20

WDKTTAYKNAVNELDAVEFTG WDKTTAYKNSVNETLDAVEFEFTG
daN daN
dNN

d NN

d aN(i,i+3) —— — e — d aNG,i+3)

d aN(i+4) — d aN(,i+4)

d ap(i+3) R d ap(ii+3) - S

—
d aN(ii+2) pr——— —_— —_— d aN(i+2) — T — -

AZHN/AT * ok

Figura 35. Diagrama de conectividades para 38092 y 38094 derivados de 34941 (SPECT-2), donde
se observa el comportamiento a-helical. El grosor de las lineas indica la intensidad del NOE. *
indica los aminoacidos que mostraron coeficientes de temperatura menores a 5,0 y por tanto

involucrados en enlace de hidrégeno.

6.3.4.2.2.3. Calculo de estructura

En la obtencion del modelo estructural los datos fueron derivados de sus
correspondientes espectros NOESY (400ms de mixing time), al igual que en los casos
anteriores, se escogieron las estructuras que cumplieron con los “constraints” y la
estructura obtenida de los datos de 'H-RMN. Se escogieron las estructuras que no
presentaron violaciones mayores de angulo diedral mayor de 3° ni de distancia mayor de
0.3 A°, que la superposicion de los &tomos de la cadena principal tuvieran un valor bajo de
RMSD (Tabla 10), el cual indica el gran parecido de las estructuras seleccionadas en
cada familia.

Para el péptido 38092 el modelo aceptado muestra que tiene una a-hélice entre los
residuos D2 y F18 (Figura 33), lo cual esta ligeramente en desacuerdo con el analisis por
'"H-RMN que sugirié una region a-helical entre D2 y T19. El andlisis de los valores de ¢=-
155° y wy= 77° para la T19 muestra que estan fuera del rango permitido para los angulos
diedrales en una a-hélice (¢=-57° + 15° y p=-47° + 15°), razon por la cual se excluye de la
region helical en el modelo estructural, aunque T19 esté involucrada en los NOES que
definen estructura.

Lo mismo sucede con el modelo obtenido para el péptido 38094 que mostré una a-hélice
entre los residuos K7 y D15 (Figura 36), y por *H-RMN la a-hélice esté4 localizada entre K3
y V17; los aminoacidos K3, T4, T5, A16 y V17 que no se incluyeron en el modelo tienen
un valor de angulo ¢ y w que estan fuera del rango permitido en una a-hélice, a pesar de

estar implicados en NOEs de medio rango, entonces lo que se puede inferir es que la
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estructura mas favorecida de este péptido es una a-hélice que comprende los
aminoacidos K7 a D15 y una tendencia helical hacia el amino y carboxi terminal (Figura
33).

Tabla 10. Resultados del célculo de estructura para 38092 y 38094

Péptido Caracteristicas NOEs Familia Superposicién RMSD Max. Viol. ) Méx. Viol.
estructurales iniciales confor. de NOE ( A) de angulo

38092 a-hélice; D2-F18 197 17 D2 -F18 0,14 0,3 2,5

38094 a-hélice; Y7-D15 198 29 K3-v17 0,13 0,3 2,0

Familia confor: Nimero de estructuras seleccionadas en la familia

Figura 36. a) Familia de conformeros seleccionados para 38092 y 38094 mostrando su region de a-

hélice, b) estructura consenso de cada uno de los péptidos.

6.3.5. Estudios Estructurales

En cuanto a SPECT-1, al analizar la cavidad de (750 A3 gue tiene la estructura 3D de
esta proteina, la cual estd relacionada con la uniébn de un ligando (posiblemente
colesterol) y que estd conformada por aminoacidos hidrofébicos entre los que se
encuentran A81, S82, D89, V90, V91, L94, Y97 (100) los que coinciden con la ubicacion
del cHABP 33372. Cuando se hace el alineamiento de la secuencia de SPECT-1 y los
CHABPs, las posiciones correspondientes a N156 y K160 que pertenecen al cHABP
33375, y el residuo S98 de 33372 forman parte un bolsillo profundo que se encuentra en

yuxtaposicion a la cavidad y que aun no se sabe que ligando puede unir (100). La
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localizacién de los cHABPs 33372 (rojo) y 33375 (morado) en esta cavidad (Figura 37)
sugiere que ellos podrian estar involucrados en la uniéon de SPECT-1 a moléculas como el
colesterol, siendo estos péptidos parte importante en la funcién que cumple la proteina.
Por otro lado, se encuentran interacciones del tipo enlace de hidrégeno en los que
participan los aminoacidos N143HN, F144HN, 1145HN y C142HN del cHABP 33374 con
K1390, N1400, V1410 y 11380 de 33375 los cuales ayudan a estabilizar las hélices que
forman parte de la cavidad de la estructura 3D de SPECT-1, sugiriendo que estos tres
cHABPs deben ser importantes para el parésito en el momento de la union a la célula
hospedera.

Adicionalmente, se observan regiones helicales en la estructura 3D de SPECT-1 en las
gue las zonas donde se localizan los cHABPs 33372, 33374 y 33375 los cuales por DC
también son hélices. Como se tiene la estructura 3D del cHABP33375 por 'H-RMN vy
calculo de estructura, entonces se superpuso sobre la estructura 3D de SPECT-1 con el
objetivo de conocer que parecido estructural tiene el péptido con su region
correspondiente en la proteina y se encontrd que el valor de RMSD es de 2.16 sugiriendo
gue estos dos fragmentos son estructuralmente similares (Figura 37), lo cual es
considerado importante, como fue demostrado por Patarroyo y colaboradores (3), esta
similitud es clave debido a que los péptidos podrian llevar a cabo o estar involucrados en
funciones similares a las que cumplen las regiones de la proteina donde los péptidos se
encuentran localizados, funciones como union a las células hospederas, actividad
enzimatica, interaccion proteina-proteina o receptor ligando (3), en el caso de SPECT-1

podria ser importante en el reconocimiento de la molécula de colesterol.

Figura 37. Superposicién del péptido 33375 en amarillo con su correspondiente regién (morado) en
la estructura 3D de SPECT-1 (cédigo PDB: 4U5A), en rojo se muestra el cHABP 33372.

Respecto a la proteina SPECT-2 que tiene el dominio MACPF el cual es conservado en

muchos reinos de la vida, como por ejemplo, en los vertebrados el cual esta presente en
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cinco de los complejos de ataque a la membrana del complemento (C6, C7, C8a, C8B y
C9); también los parasitos del género apicomplexa poseen este dominio el cual interactia
con diferentes tipos de células del hospedero (31). En los Plasmodium se encuentran 5
genes que codifican para el dominio MACPF presentes en P. falciparum, P. vivax, P.
knowlesi, P. yoelli, P. berghei y P. chabaudi, estos genes codifican para el mismo niamero
de proteinas llamadas PPLP1 a PPLP5 (Plasmodium perforin-like protein) (31). Las
caracteristicas estructurales de este dominio son conservadas y poseen un conjunto de
cuatro hebras-f3 en la region central, rodeado de dos grupos de a-hélices y p-turn (31) que
definen diferentes dominios los cuales estan involucrados en diferentes funciones como la
unién a membrana (dominio 4, D4), insercion de la membrana y formacién del poro (D1,
D2, D3) (108) (Figura 1D, panel derecho, anexo 1). Adicionalmente, este dominio MACPF
en las proteinas muestra una limitada similaridad en secuencia pero comparten una serie
de aminodcidos particular, similar a una huella digital que contiene los residuos
YWGT/SHFxxxxxXGG (31) y motivos KN.

Conociendo que SPECT-2 o PPLP1 contiene en su region central el dominio MACPF se
realizé un alineamiento (Anexo 4) de la secuencia de esta proteina con la secuencia del
dominio MACPF de la proteina del complemento C8a (la cual es estructural y
funcionalmente muy similar a la familia de toxinas formadoras de poros, llamadas
citolisinas dependientes de colesterol o CDC (109)), encontrdndose que SPECT-2
muestra similaridad a nivel de secuencia de aminoacidos con C8a-MACPF, al igual que
presenta elementos estructurales similares, cuando se compara o0 se superpone la
estructura obtenida por DC (Figura 1C2 y C3, anexo 1) o por *H-RMN de nuestros
cHABPs sobre la estructura 3D obtenida por cristalografia de rayos X de C8a-MACPF

(108) (Figura 2D, anexo 1), lo que se describe en detalle a continuacion.

El fragmento en C8a-MACPF correspondiente al cHABP 34938 ubicado en D1 (dominio 1)
(Figura 38 o Figura 2D, azul oscuro, anexo 1) mostro una estructura extendida al igual
gue lo determinado por DC; algo similar sucedié con 34939 (Figura 38 o Figura 2D, café,
anexo 1) que presenta una region de a-hélice por el andlisis de deconvolucion de los
datos obtenidos por DC y que se encuentra localizado al inicio de la regién rica en hebras-
B de MACPF que se correlaciona con los elementos estructurales determinados para C8a-
MACPF, desafortunadamente para el cHABP 34946 el cual también esta localizado en

esta regién, su estructura 3D no fue elucidada por cristalografia de rayos X.
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Figura 38. Estructura 3D del dominio MACPF perteneciente a C8a (cddigo de acceso en el PDB:
2QQH) en el cual se muestran en el panel izquierdo en colores la ubicacion teérica de los cHABPs
34935, 34936, 34938, 34939, 34941, 34949 y 34951 derivados de SPECT-2, y en el panel derecho
la superposicion de la estructura 3D de los cHABPs (determinada por lH-RMN) sobre C8a-MACPF.

Con respecto al cHABP 34941 (Figura 38 o Figura 2D, amarillo, anexo 1, panel derecho)
que tiene una a-hélice (A6-E13) y el 34951 (Figura 38 o Figura 2D, gris, anexo 1, panel
izquierdo) cuya a-hélice abarca los residuos K2 a S18, se observa que cuando la
estructura 3D de los cHABPs se superpone con sus correspondientes fragmentos en C8a-
MACPF tienen un valor de RMSD de 0.81 (Figura 38 o Figura 2D, verde, anexo 1) y 0.52
(Figura 38 o Figura 2D, rojo, anexo 1), respectivamente; estos valores bajos de RMSD
indican su alto grado de similitud estructural con sus respectivas regiones en C8a-
MACPF; interesantemente el 34941 se ubica en la regién involucrada con la insercion y

formacion de poros sobre la membrana (108).

Por el contrario, se encontré un valor alto de RMSD de 4,5 para el 34949 localizado en el
dominio 1 (D1) de C8a-MACPF (Figura 38 o Figura 2D, azul oscuro, anexo 1, panel
izquierdo) el cual muestra una estructura desordenada, mientras que la estructura 3D
determinada por *H-RMN para el cHABP 34949 es una a-hélice corta distorsionada entre
S6 y F9, lo que indica que 34949 tiene un comportamiento similar mas no idéntico a su

fragmento analogo en C8a-MACPF.
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También se observan algunas diferencias estructurales en los cHABPs 34935 (helical por
DC) y 34936 (a-hélice entre K3-16, D9-T12 y V6-W19, por ‘H-RMN) con las estructuras

desordenadas que muestran estos fragmentos en C8a-MACPF.

Por otro lado, los cHABPs 34941 y 34951 contienen el motivo KN (Figura 1B, anexo 1,
resaltado con cajas azules), el cual es una secuencia putativa de unién a moléculas que
contienen sulfato descrito para CDCs (110), lo cual posiblemente puede ser asociado a la
interaccion de SPECT-2 con proteoglicanos altamente sulfatados como receptores de
sulfato de condroitina y dermatan sulfato ubicados sobre la superficie de las células
hospederas. Lo que se corroboro por el efecto del tratamiento enzimatico de la unién de
los cHABPs a las células HelLa (Tabla 1, anexo 1), union que fue sensible a la enzima
CACB que esta relacionada con el clivaje de moléculas que contienen sulfato de

condroitina y dermatan sulfato (69).

La similaridad en secuencia (13% de identidad y 30% de similaridad), asi como la alta
similitud a nivel de estructura secundaria, permite sugerir que el dominio MACPF de
SPECT-2 tiene una estructura tridimensional similar a la de sus dominios homélogos C8a
y CDC proteinas de formacion de poros sobre la membrana, lo que puede ser asociado
con la formacién de poros y el paso a través de las células (“cell-traversal”) funciones
previamente reportadas para este dominio en SPECT-2 (97), lo que permite proponer, que
algunos de nuestros cHABPs estdn mediando funciones relacionadas con la unién y

formacion de poros sobre la membrana de las células hospederas.

Otro hallazgo importante es que los cHABPs 34938 y 34936 forman un enlace de
hidrégeno entre la tirosina ubicada en la posicion 335 (Y335) de 34938 con la tirosina en
la posicion 301 (Y301) de 34936 (Figure 1E, anexo 6) para generar una cavidad, donde
posiblemente un receptor aiun no identificado debe unirse para mediar la funcién de
SPECT-2 en el paso a través de las células (108) el cual es clave para la infectividad del

Plasmodium.

Adicionalmente, un estudio realizado por Baran y colaboradores en 2009 en el cual ellos
encontraron que aminoacidos ubicados estratégicamente en la secuencia de C8a-MACPF
como D191, R213 y E343 contribuyen en la oligomerizacién de la perforina mediante la

formacion de puentes salino como sucede entre R213 y E343 (111). Analizando el
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alineamiento de la secuencia de SPECT-2 con C8a-MACPF, se encontré que hay un
acido aspartico localizado en una de dichas posiciones (E343) que corresponde en la
secuencia de SPECT-2 a la posicién 552 (D552) la cual pertenece al cHABP 34949,
entonces gracias a este estudio se puede proponer que el D552 (34949) (Figure 1F,
anexo 6) debido a su ubicacion y carga negativa le permite formar un puente salino con
un aminoécido de carga positiva ubicado en la cara opuesta de D3 (dominio 3), para
ayudar en el proceso de oligomerizacion de la perforina lo cual es importante para que
SPECT-2 cumpla su funcién.

Por otra parte, se ha encontrado que algunos cHABPs estdn formando enlaces de
hidrégeno entre ellos, ayudando a las proteinas a cumplir con su funcién, como ejemplo
de esta caracteristica tenemos: el 1783 que mediante la formacion de enlaces de
hidrogeno ayuda a la dimerizacién de la proteina EBA (112), el enlace de hidrégeno entre
6746 y 6754 de SERA formando una triada enzimatica no canonica (113), los puentes de
hidrégeno entre los cHABPs 4313 y 4325 derivados de AMA-1 que colaboran para la
formacion de un canal en el que se une un receptor aun desconocido que estan
involucradas con diferentes funciones como la unién e invasion a las células hospederas
(113, 114), otros cHABPs estan localizados en sitios de adhesién a metales como el 3287
y 3289 de TRAP y en sitios claves para el reconocimiento de proteoglicanos altamente
sulfatados como el 3279 y 3277 también de TRAP (112), o como en el caso de SPECT-2,
el enlace de hidrogeno se encontr6 entre 34936 y 34938 localizados en el dominio
MACPF (Figura 1E, anexo 6), sugiriendo que estan involucrados en la funciéon que cumple

esta proteina.

Lo anterior, muestra que la invasiéon del esporozoito y el merozoito de P. falciparum a las
células hospederas, obliga al parasito a crear un nicho, un canal o una cavidad formada
por uno o dos cHABPs que se localizan en diferentes regiones de la molécula o dominios
para la unién a los receptores en las células huésped (112). Estos cHABPs, debido a su
funcidn critica durante la infeccion, no pueden mostrar variaciones en sus secuencias de
aminoacidos o0 en su estructura 3D, por lo tanto, son inmunolégicamente silenciosos
haciéndolos el talon de Aquiles del parasito de la malaria. Un analisis mas completo
acerca de lo anterior se puede leer en el anexo 6, un articulo publicado por nosotros este
afio y que aporta al conocimiento del parasito, lo que permite avanzar en el disefio

racional de vacunas eficaces quimicamente sintetizadas, multi-epitope y multi-estadio.
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Por lo tanto, el hecho de que los péptidos de SPECT-1 y 2 formen parte de estas
cavidades o canales y ademas de la formacién de enlaces de hidrogeno entre algunos de
ellos como se mencion0, sugiere que el andlisis estructural que se realizé para estos
cHABPs es adecuado y que definitivamente estos péptidos si estan involucrados en la
formacion de poros, para que estas proteinas cumplan su funcion relacionada con el paso

del parésito a través de las células y que el esporozoito llegue a las células del higado.

6.3.6. Estudios inmunolégicos y Relacion estructu ra-funcion

Se realizaron tres inmunizaciones en monos Aotus con los péptidos poliméricos
modificados de los cHABPs 33375 de SPECT-1; 34935, 34936, 34938, 34941, 34949 y
34951 de SPECT-2, cuyas secuencias se observan en las tablas 3 y 4, respectivamente;
se tomaron muestras de sangre en dias especificos (esquema de inmunizacién y sangria
ver seccién materiales y métodos) y la produccién de anticuerpos fue evaluada mediante
IFI. Vale la pena mencionar que los péptidos conservados cHABPs no fueron inoculados
en el modelo animal debido a que se sabe que son no inmunogénicos (3).

Para el analisis de la relacién entre la estructura y el comportamiento inmunolégico de los
péptidos conservados y los péptidos modificados se tienen en cuenta las caracteristicas

estructurales de cada uno de los péptidos y los resultados de inmunogenicidad.

Para SPECT-1 se observa en la tabla 9 que el mHABP 38150 indujo anticuerpos en el
mono Aotus mientras que los péptidos 33375 y el 38152 no lo hicieron. Estos tres
péptidos mostraron una region a-helical determinada por DC, la cual fue confirmada para
los péptidos 38152 y 33375 por 'H-RMN. Desafortunadamente por problemas de
solubilidad no fue posible obtener el modelo estructural de 38150, lo que no permite
comparar las regiones a-helicales en los tres péptidos con su actividad inmunolégica; sin
embargo, para solucionar este inconveniente se realizd el andlisis de los datos de
deconvolucion obtenidos por DC para estos péptidos.

Lo que se observa por SELCON3 y CDSSTR es que el contenido a-helical es
relativamente mas bajo en 38150 (0,614 y 0,380) que en 38152 (0,618 y 0,461) y que en
el cHABP 33375, por lo tanto, se puede especular, que la a-hélice puede ser més corta en
38150 y por la tanto, sera mas flexible en alguna(s) region(es) de su secuencia. El posible
acortamiento de la region helical en 38150 puede presentarse por los cambios realizados
en algunos de sus aminoacidos (Tabla 11), ya que algunas de estas modificaciones como

K9G no favorece la formacién de la a-hélice (115). Ademas se observa que el 33375 y el
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mHABP 38152 los cuales son no inmunogénicos tienen una region helical que abarca la
totalidad de su secuencia peptidica, posiblemente la razén por la cual no hubo produccién
de anticuerpos en 38152, se debe a que su alto grado estructural no le permite tener la
distancia apropiada entre el aminoacido que ajusta en el “pocket” 1" y el que ajusta en el
“pocket” 9 de la regién de unidn del péptido (PBR, siglas en ingles de peptide binding
region) del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (CMH 1) (3, 116).

Tabla 11. Secuencias, titulos de anticuerpos obtenidos por IFI y estructura obtenida por
DC o por *H-RMN del cHABP 33375 y sus mHABPs 38150 y 38152

Péptido Secuencia I}If Estructura
80
o-Hélice
33375 TDLILKKLKKLENVNKLIKY ND H3-K6;L8-E12;V14-118
38150 - -----A-G--Q-T- - 1(320) Heélice (DC)
38152 - -H--- - - - - - Q-T- - 0 o-Hélice D2-K16

Ac: Anticuerpos; ND: No determinado

Por otro lado, se realiz6 una prediccion de union de estos péptidos a moléculas CMH I
usando el servidor NetMHClIpan 3.0 Server (117) y se encontré que el cHABP 33375
tiene preferencia por el alelo HLADRB1*0804 y su mHABP inmunogénico (38150) tiene
una alta afinidad por HLADRB1*0102.

El cHABP 33375 aunque se une a HLADRB1*0804 no tiene el motivo de union (Tabla 10)
correcto ya que para este alelo en el “pocket” 9 no se favorece la presencia de leucina (L)
(118) que es el residuo presente en este péptido.

Mientras que su modificado el 38150 muestra el registro y el motivo de union para el alelo
HLADRPB1*0102, en el cual como se observa en la tabla 12 se encuentran dos de los
reemplazos de aminoacidos realizados que corresponden a K7A y K9G, estos dos
residuos en el péptido modificado A7 y G9 favorecen la union a este alelo, entonces,
38150 muestra el motivo de union adecuado para “pocket” 1, 4, 6 y 9 lo que conlleva a un
mejor ajuste del péptido en el PBR del CMH Il y por lo tanto una adecuada presentacion al

receptor de linfocitos T (RLT).
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Tabla 12. Secuencias, registros y motivos de unién para el cHABP 33375 y su mHABP
38152, obtenidos por NetMHClIpan 3.0 Server

Péptido Secuencia HLA-DRB* (';"OSVQS
e Unién

P1P2P3 P4 P5P6 P7 P8P9

33375 TDLILKKLKKLENVNKLIKY 0804 LILKKLKKL
38150 - -----A-G--Q-T- - 0102 | LKA Q

El cambio en el comportamiento estructural de los péptidos con respuesta inmune positiva
(mHABPSs) y los que no la tienen (cHABPs), ha sido evidenciado por varios trabajos
realizados en la FIDIC, en los cuales se observa acortamientos o desplazamiento en las
regiones helicales (13, 46) , formacién de giros B (119) y presencia de hélice poliprolina
tipo Il (PPII) (120, 121) en los mHABPs respondedores.

Estos cambios estructurales permiten un mejor ajuste del péptido en las moléculas del
CMH-11, una mejor presentacion al RLT y por tanto una respuesta inmunitaria adecuada
(120, 121). Lo cual esté& relacionado con lo sucedido en 38150 que al tener un contenido
de a-hélice menor con regiones flexibles con respecto a 38152 y 33375, ademas de tener
el registro y motivo de unién adecuado a HLADRPB1*0102 consiguié una apropiada
formacion del complejo trimolecular CMHII-péptido-RLT por consiguiente, se

desencadena una respuesta inmunitaria.

Respecto a los péptidos modificados de SPECT-2 (Tabla 4), 38100 y 38130 derivados de
34935; 38972 y 38974 de 34936; 38092, 38094 y 38120 modificados de 34941; 38114,
38126, 38958 y 38960 de 34949; 38116, 38118 y 38124 derivados de 34951; no
mostraron anticuerpos, lo que sugiere que las modificaciones de aminoécidos realizadas
no fueron suficientes para cambiar el comportamiento estructural e inmunolégico de estos
péptidos, como sucedio con el cHABP 34941 y sus mHABPs 38092, 38094, 38120 (Tabla
13).
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Tabla 13. Secuencias, anticuerpos obtenidos por IFI y estructura obtenida por *H-RMN y
calculo de estructura del cHABP 34941 y sus mHABPs 38092 y 38094.

Péptido Secuencia '?ilc Estructura
34941 WDKTTAY KNAVNELPAVFTG O a-Hélice A3-E13
38002 - - c-o- - e - D--- - - 0  o-Hélice D2-T19
38094 - - -------S----D----- 0  o-Hélice K7-D15
IPD)) = = meee = o DD e 0 ND

Ac: Anticuerpos

Como se observa todos los péptidos tienen un comportamiento de a-hélice excepto el
38120 al cual no fue posible determinar su estructura por problemas de solubilidad en el
solvente utilizado; la region a-helical en estos péptidos abarca aproximadamente el mismo
namero de aminoacidos en el 34941 y en 38094, mientras que 38092 es mas larga, lo que
sugiere que son muy helicales para tener un adecuado ajuste en el PBR del CMH-II,
debido probablemente a que la distancia entre el residuo que ajusta en el “pocket 1" y el
“pocket 9” del PBR de su correspondiente molécula de HLA-DRB1* (antigeno leucocitario
humano; HLA, por sus siglas en ingles) es menor a la distancia que permite una
apropiada formacion del complejo CMH Il-péptido (3), lo que conlleva a que no haya una

adecuada presentacion y por lo tanto no se origina una respuesta inmune.

Por el contrario, a los mMHABPs 38890 derivado de 34938 y al 38128 de 34949 fue posible
cambiar su comportamiento estructural causando una variacion en su comportamiento
inmunolégico (Tabla 14). En el 38890 se observa una a-hélice por DC, mientras que su
péptido nativo (34938) es “random”, el cambio de S4A y S6A favorecid la formacion de la
hélice, que al parecer no debe ser una hélice muy larga, ya que los datos de
deconvolucién mostrados por SELCON3 (0,587) indica que aproximadamente el 58,7% de
la secuencia esta involucrada en la hélice y CDSSTR (0,347) sugiere un 35% de hélice,
entonces, si esta region helical no es muy larga, lo méas probable es que exista una buena
acomodacion del péptido sobre su correspondiente molécula de HLA-DRB1* iniciando una
adecuada respuesta inmunitaria. Por otro lado el 38128 el cual tiene una region con una
hélice corta y otra PPII_ la cual seria la estructura apropiada para formar el complejo
CMHII-péptido, el cual se estabiliza por puentes de hidrogeno (116, 120, 121) para lograr
una adecuada presentacion al RLT y asi mostrar una respuesta inmune convirtiendo a

este mMHABP en inmunogénico.
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Con respecto al 38888 no se pudo obtener ninguna conclusion debido a que presento
problemas de solubilidad, razén por la cual no se pudo determinar la estructura por

ninguna de las técnicas utilizadas, en este estudio.

Tabla 14. Secuencias, titulos de anticuerpos obtenidos por IFI y estructura obtenida por
DC o por *H-RMN de los cHABPs 34938 y 34949 y sus mHABPs.

Péptido Secuencia /-hlc Estructura
20

34938 YTKSLSAEAKVSGSYWGIAS 0 Random ("H-RMN)

38890SD - - -A-A- - - -« 1(640) Hélice (DC)

34949 KLTPISDSFDSDDLKESYDK 0 Hélice SdéstFogcionada
38128 - ----- - - T------ 1(320) PPIl/a—Hélice corta (DC)
38888 - ---N-------- KK---- - 1(320) ND

Ac: Anticuerpos; ND: No determinada

En resumen el cambio en la estructura secundaria de los mHABPs con respecto a los
cHABPs estd relacionada con el acortamiento de regiones helicales o presencia de
hélices cortas como lo observado en 38150 (33375, SPECT-1) y 38890 (34938, SPECT-2)
o la presencia de estructuras PPII. acompafiada de regiones helicales cortas como en
38128 (34949, SPECT-2), este tipo de estructuras tienen regiones mas flexibles que le
permiten a estos péptidos tener un adecuado ajuste en los bolsillos de unién del PBR del
CMH-II, asi como una apropiada distancia entre los “pockets” 1 y 9 del PBR, permitiendo
la formacion del complejo CMHII-péptido-RLT, consiguiendo un cambio en el
comportamiento inmunoldgico de los péptidos, convirtiéndolos en inmunogénicos.

Entonces 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

inmunolédgica.

6.4. Conclusiones

Por medio del estudio de DC, *H-RMN y célculo de estructura se determiné la estructura
tridimensional de los péptidos nativos y modificados derivados de las proteinas SPECT-1
y SPECT-2.
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Los cHABPs pertenecientes a SPECT-1 que se encuentran formando parte de la cavidad
gue une posiblemente colesterol, sugiere que ellos podrian estar involucrados en la union
de SPECT-1 a esta molécula, siendo parte significativa de la funcion que cumple la

proteina en la unidn o interaccion inicial con la membrana de la célula hospedera.

La localizacion de los cHABPs derivados de SPECT-2 en el dominio MACPF de la
proteina los hace blancos interesantes, debido a su participacion en la formacion de poros
sobre la membrana de las células hospederas, lo cual esta relacionado con la funcién
principal de esta proteina en el paso del parasito a través de las células (“cell traversal”)

para finalizar en la invasion del hepatocito.

Mediante el estudio de la estructura de los péptidos conservados no inmunogénicos, se
observd que ciertos cambios en aminoacidos especificos de la secuencia, inducen un
cambio en la estructura 3D de los péptidos, permitiendo a los péptidos modificados

convertirse en inmunogénicos inductores de anticuerpos.

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontré una relacion entre la estructura que

adoptan los péptidos modificados con su actividad inmunoldgica.
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