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RESUMEN

El desarrollo de una vacuna contra malaria es un area de exploracion activa pero con enormes
retos debido especialmente a la complejidad del ciclo del parasito. Asi, es necesario bloquear
las diferentes etapas de la invasion que tiene el Plasmodium falciparum vy extraer de ellas la
mayor informacion posible de la artilleria que utiliza para su ataque. Para esto, péptidos de
las proteinas STARP, CelTOS y TRSP (del esporozoito) y SERA 5 (del merozoito) que
tienen alta afinidad de unién a células HepG2 y a glébulos rojos respectivamente (conocidos
como cHABPs), han sido modificados (conocidos como mHABPS), sintetizados y evaluados
a nivel de respuesta inmune en monos Aotus asi como estudiados en su conformacién
estructural por RMN de H.

Los resultados muestran que los péptidos nativos no son inmunogénicos, pero pueden inducir
altos titulos de anticuerpos cuando sus residuos criticos o sus vecinos son reemplazados por
otro con un volumen y masa similar, pero diferente polaridad. El estudio conformacional
pone de manifiesto que las estructuras de los péptidos nativos son diferentes de sus péptidos
modificados ya sea que muestren regiones estructuradas mas cortas o0 mas largas o que no
presenten ninguna, en comparacion con sus analogos modificados altamente inmunogénicos.
Las caracteristicas estereoquimicas particulares en las cadenas laterales de algunos residuos
de aminodcidos de estos péptidos modificados asi como los rasgos fisicoquimicos parecen
jugar un rol importante en la respuesta inmune apropiada cuando estos fueron inmunizados
en grupos de monos Aotus confiriendo un avance al disefio de una vacuna contra malaria

totalmente eficaz.
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ABSTRACT

Developing an anti-malarial vaccine represents a dynamic area for exploration, even though
one having enormous challenges, especially due to the complexity of the parasite’s lifecycle.
Plasmodium falciparum’s different invasion stages must thus be blocked and the greatest
amount of information possible concerning the artillery to be used in its attack must be
extracted from them. Peptides from (sporozoite-derived) STARP, CelTOS and TRSP and
(merozoite-derived) SERA 5 proteins having high binding affinity for HepG2 cells and red
blood cells, respectively (known as conserved HABPS), have thus been modified, synthesised
and evaluated at immune response level in Aotus monkeys as well as having been studied

regarding their structural conformation by *H-NMR.

The results have shown that native peptides are not immunogenic, but can induce high
antibody titres when their critical or neighbouring residues are replaced by others having
similar volume and mass but different polarity. Conformational study has revealed that native
peptide structures are different from that of their modified peptides, having shorter or longer
structured regions or not having any compared to their highly immunogenic modified
analogues. Particular stereo-chemical characteristics in the side-chains of some of these
modified peptides’ amino acid residues, such as physical-chemical features, seem to play an
important role in inducing an appropriate immune response when they have been immunised
in groups of Aotus monkeys, thereby complementing the design of a totally effective vaccine

against malaria.



1. INTRODUCCION

La malaria, especialmente la causada por P. falciparum, es considerada una de las
enfermedades parasitarias de mayor impacto en salud publica mundial ya que causa los

mayores indices de mortalidad y morbilidad al afio (1, 2).

La gran distribucion de la enfermedad en las zonas tropicales del planeta, el aumento en la
resistencia del vector de transmision (hembra del mosquito Anopheles) a los insecticidas,
resistencia del parasito a los medicamentos antimalaricos, a la migracion de la poblacion
hacia areas endémicas, al calentamiento global y a condiciones sanitarias de pobreza han

favorecido la persistencia de esta enfermedad (3).

Estas circunstancias han animado la blsqueda de nuevas medidas para el control de la
enfermedad, como las orientadas a erradicar el mosquito vector, al mejoramiento de
tratamientos antiparasitarios con nuevos farmacos (4) y, por otro lado, una de las mas
importantes medidas como lo es el desarrollo de una vacuna antimalarica totalmente efectiva
para la cual muchos grupos de investigacion del mundo han venido trabajando desde hace

varias décadas.

Lograr una vacuna contra la malaria constituye una tarea muy compleja ya que para obtener
una vacuna totalmente efectiva contra esta enfermedad, se deben resolver problemas
relevantes, como los relacionados con el complejo ciclo de vida del parésito, dada su
capacidad para cambiar la composicién celular y molecular, controlada por un genoma con
méas de 5400 genes reconocidos hasta hoy (5-7). Por otra parte, la interaccion con dos
hospederos uno vertebrado y otro invertebrado hace que el area de estudio se incremente.

Adicionalmente, en el estadio pre-eritrocitico del paréasito, el cual constituye el primer



encuentro con el hospedero, la cantidad de esporozoitos infectivos inoculados es minima (8),

y no existe una metodologia para cultivar el parasito in vitro en esta fase.

Teniendo en cuenta cada uno de los aspectos que determinan la complejidad de esta
enfermedad, la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), ha trabajado desde
hace mas de 30 afios en el desarrollo de una vacuna contra la malaria sintetizada
quimicamente, dirigida contra los diferentes estadios del P. falciparum. En el avance de este
objetivo, recientemente se han descrito algunos principios a seguir para desarrollar vacunas
multi-estadio, basadas en minimas subunidades y que son sintetizadas quimicamente (9, 10),
sin embargo algunos de estos todavia tienen que definirse para garantizar una proteccion
completa y definitiva, para asi obtener la metodologia que permita el desarrollo de vacunas

contra las enfermedades infecciosas que afectan la humanidad.

Como herramienta en la busqueda del establecimiento de dicho principios, este trabajo de
tesis doctoral incluye un estudio estructural detallado realizado por medio de Resonancia
Magnética Nuclear de hidrogeno (RMN de H), de nuevos péptidos candidatos a ser
considerados como vacuna contra malaria, los cuales fueron derivados de proteinas de
diferentes estadios de P. falciparum, que conllevaron determinaciones conformacionales,
fisico-quimicas y rasgos estereoquimicos (orientacion de las cadenas laterales de los
aminoacidos). También de estudios a nivel inmunolégico con dichos péptidos sintetizados
qguimicamente y que fueron altamente inmunogénicos en primates no humanos (monos
Aotus).

De acuerdo a los hallazgos reportados en este trabajo, fragmentos peptidicos modificados en
secuencia, derivados de proteinas del estadio pre-eritrocitico y eritrocitico vitales para la
supervivencia del parasito y que estan involucrados en el transito celular y el reconocimiento

e infeccidn de las células, evidencian un cambio, tanto en la induccién de la respuesta inmune

2



(en monos Aotus inmunizados con dichos fragmentos) como en su configuracion espacial
con respecto al péptido nativo no inmunogenico. Los cambios en las propiedades
inmunogénicas y estructurales estan relacionados directamente con las modificaciones de los
residuos criticos de union a células blanco, las cuales deben ser hechas estratégicamente. De
este trabajo se sugiere que los péptidos modificados 24972, 24320 y 24322 derivados de la
proteina STARP, 38138 de la proteina CelTOS, 38148 de la proteina TRSP y 23426 de la
proteina SERA 5 podrian ser algunos de los epitopes relevantes a ser incluidos como posibles
candidatos en una vacuna contra malaria, dada su capacidad de inducir titulos de anticuerpos

duraderos en monos Aotus, ademas de generar proteccion (péptido 23426) en ensayos in vivo.

Se muestra también que las caracteristicas estereoquimicas de péptidos provenientes de
diferentes proteinas, juegan un papel importante en la respuesta inmune. Entre éstos rasgos
estereoquimicos se resaltan los angulos diedros ¢ y y de las moléculas empleadas en los
ensayos de inmunizacion. Los péptidos modificados que indujeron una respuesta inmune,
presentan como rasgo caracteristico la tendencia a tener una conformacion poliprolina tipo
Il (ya sea parcial o total), ademéas la mayoria de estos péptidos contenian otros fragmentos
ligeramente estructurados. Igualmente, se evidencio que la conformacion y orientacion de la
cadena lateral de los aminoacidos de la mayoria de los péptidos, especificamente el angulo
diedro y1, fue critica con respecto a su respuesta inmune siendo relevantes las posiciones 3
y 7, éstas ultimas basada en los motivos y registros de unién de acuerdo al HLA-DRB1* de

monos Aotus.

En conjunto estos resultados generan novedosas e importantes contribuciones para el disefio
de una vacuna contra malaria totalmente efectiva pero que podran ser aplicadas a diferentes

enfermedades producidas por patdgenos.



2. MARCO TEORICO

2.1. Malaria en el contexto Mundial

2.1.1. Generalidades de la Malaria

La malaria en humanos es una enfermedad causada por cinco especies de protozoarios del
filum apicomplexa del género plasmodium entre los cuales estan: P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale y P. knowlesi, siendo el primero la forma que mas afecta la vida humana
y que predomina en Africa. P. vivax es menos letal pero mas generalizado y las otras especies

se encuentran con menos frecuencia.

De acuerdo al informe mundial de la malaria para el afio 2014 que compila la informacion
recibida de 97 paises, donde la malaria es endémica y que genera impacto de las medidas de
control contra esta enfermedad, los casos y muertes por malaria en el 2013 fueron 198
millones y 584.000 respectivamente. Estos ultimos estimados comparados con los afios
anteriores muestran como ha disminuido esta enfermedad a nivel mundial (4) (Tablalayb
respectivamente), sin embargo se debe recordar que las estimaciones del nimero de casos y
muertes por malaria estdn acompafiadas de un alto grado de incertidumbre debido a la
incompleta presentacion o inconsistencia de los informes finales de cada region. Asi, para
esta enfermedad se estima que una poblacion de mas de 2 billones de personas que viven en
regiones endémicas o cerca del 40% de la poblacion mundial estd expuesta al riesgo de
infectarse (11). Se estima también que las poblaciones que viven en el Africa subsahariana
tienen el riesgo mas alto de adquirir malaria: aproximadamente el 80% de los casos y el 90%
de las muertes se producen en esta region, siendo los mas afectados los nifios menores de
cinco afos de edad y las mujeres embarazadas (4). Sin embargo se ha observado que la carga
de malaria ha disminuido en todas las regiones, estas disminuciones se han presentado en

Africa, posiblemente se deba al aumento en la financiacion de los Gltimos afios que se ha
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traducido en acceso a mosquiteros, a insecticidas y a programas de erradicacion (12), pero
desafortunadamente esto ha traido consecuencias adversas como son la resistencia del
mosquito a al menos un insecticida como se ha identificado en varios paises (4) y a algunos
de los derivados antimalaricos por parte del hospedero humano que llevan a el aumento de

las cifras en los estimados estadisticos.

Tabla 1. Estimacion de los casos (a) y muertes (b) por malaria en diferentes regiones en el mundo, realizado
por la OMS, para los afios 2000, 2005 y del 2010-2013 (Tomado de WORLD MALARIA REPORT 2014 (4)).

Africa 174 000 192 000 167 000 163 000 163 000 163 000
Americas 2500 1700 1100 800 800 700
Eastern Mediterranean 14 000 10000 9000 11000 10 000 9000
Europe

South-East Asia 33000 34 000 28 000 28000 27 000 24000
Western Pacific 4000 2000 2000 1000 1000 1000
World 227 000 240000 207 000 203 000 202 000 198 000
Lower bound 150 000 155 000 133 000 129000 127 000 124 000
Upper bound 304 000 328 000 287 000 282000 281000 283000
Africa 801000 761 000 576 000 543000 530000 528000
Americas 2300 1800 1300 1000 900 800
Eastern Mediterranean 17 000 13000 12000 13000 12000 11000
Europe 3

South-East Asia 53 000 50 000 46000 44000 43 000 41000
Western Pacific 9500 4700 3900 3300 3500 3300
World 882 000 830000 639 000 605 000 590 000 584 000
Lower bound 599 000 547 000 405 000 384000 376 000 367 000
Upper bound 1104 000 1029 000 795 000 755000 742000 755 000

Source: WHO estimates

En Colombia, seguin el Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) del Instituto
Nacional de Salud, para la semana 19 de 2015 se habian notificado 11601 casos de malaria,
de los cuales 6130 (52,8%) correspondieron a infeccion por P. falciparum y 5282 (45,5%)
por P. vivax (13). El departamento del Chocé notificd el mayor porcentaje de los casos con
51,8 %, seguido por Antioquia con el 14,7 %. Se observa en la Tabla 2 el predominio de la
especie P. falciparum en los departamentos de Choco y Narifio.

Tabla 2. Distribucion de los casos de malaria por departamento de procedencia, Colombia, semana
epidemioldgica 50 de 2014.Tomado de: SIVIGILA, Instituto Nacional de Salud. Colombia (13).



. . . . Frecuencia  Frecuencia .
Malaria Malaria Malaria  Malaria - Frecuencia
Departamento . - . . absoluta relativa de
mixta falciparum  malarie vivax acumulada
casos €asos
Choco 304 10 302 1 5307 15914 424 % 42,4 %
Antioquia 60 2068 4 7052 9184 245% 66,9 %
Narifio 3 4659 0 70 4732 12,6 % 79,5 %
Bolivar 75 195 0 1428 1698 45% 84,0 %
Cordoba 7 82 0 1346 1435 3,8% 87.9%
Amazonas 2 60 0 972 1034 2,8% 90,6 %
Otros 74 977 3 2467 3521 9,4 % 100,0 %
departamentos
Total 525 18 343 8 18 642 37518 100,0 %

Por otra parte, es importante recalcar que Colombia notificd 19 muertes por malaria hasta la
semana 50 del 2014, con 8 muertes provenientes de Choco lo cual concuerda con la alta

mortalidad asociada a la infeccion con P. falciparum y 11 repartidas en 8 departamentos (13).

La malaria es una enfermedad totalmente prevenible y tratable, siempre y cuando las
intervenciones recomendadas actualmente por la organizaciéon mundial de la salud sean
correctamente implementadas (4). Estas incluyen el control de vectores a través del uso de
mosquiteros tratados con insecticida, el control de las larvas, la quimio-prevencion para las
poblaciones méas vulnerables, particularmente mujeres embarazadas y nifios, la confirmacion
del diagnostico de malaria a través de microscopia o pruebas de diagnostico rapido (PDR)
para cada caso sospechoso, y el tratamiento oportuno con el medicamento antimalarico
apropiado (teniendo en cuenta la especie de parasito y cualquier resistencia documentada a
los medicamentos) (4). Sin embargo continla siendo prioridad mundial el desarrollo de una

vacuna eficaz para eliminar esta enfermedad.

2.1.2. Ciclo de vida del Plasmodium

Parésitos del género Plasmodium se desarrollan en dos hospederos y en cada uno de ellos

tienen un ciclo reproductivo diferente. En el Anopheles, hospedero definitivo, se efectua la
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fase sexual o esporogonica del ciclo de vida del parésito, mientras que en el hombre, huésped

intermediario, tiene lugar la fase asexual o esquizogdnica.
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Figura 1. Ciclo de vida del P. falciparum. El ciclo de vida del parasito comprende diversas etapas, en las cuales
cerca de 5400 proteinas acttan y cualquiera de ellas podria ser el blanco de las respuestas inmunitarias del
huésped. El ciclo inicia con la inoculacién de esporozoitos por parte del mosquito Anopheles en la dermis
humana, estos acceden a los vasos sanguineos, transitan a través de diferentes células, se deslizan a lo largo de
las sinusoides hepaticas, cruzan el parénquima hepatico y migran a través de varios hepatocitos hasta que
algunos de los esporozoitos invaden e ingresan al interior de éstos e inician el desarrollo asexual (esquizogonia),
para luego desarrollarse en miles de merozoitos. Estos salen del hepatocito infectado en vesiculas (merosomas)

que, después de la ruptura, permiten a los merozoitos invadir glébulos rojos, iniciando con ello el estadio



eritrocitico. Durante esta etapa de la infeccion, también se produce la formacién de gametocitos los cuales son

ingeridos por un nuevo mosquito en donde se inicia el ciclo sexual. Tomado de (1).

El ciclo de vida del P. falciparum en el hombre incluye un estadio pre-eritrocitico el cual
inicia la infeccion, un estadio asexual eritrocitico que causa la enfermedad clinicamente
definida y un estadio gametocitico el cual infecta al mosquito que transmite el parasito para
completar con ello su ciclo (Figura 1) (14). En cada uno de estos estadios, el parésito expresa
multiples proteinas que tienen funciones especificas en el reconocimiento e infeccién de la

célula blanco, que son por lo tanto los blancos o candidatos a vacuna contra la malaria.

El estadio pre-eritrocitico comienza cuando una hembra del mosquito Anopheles, durante la
picadura a un hospedero humano, introduce esporozoitos (estructuras morfolégicamente

parecidas a larvas) provenientes de sus glandulas salivales.

Después de que el mosquito infectado inocula en la dermis los esporozoitos, éstos se deslizan
aleatoriamente hasta que hacen contacto con células endoteliales, las cuales ellos atraviesan
para entrar en el torrente sanguineo y rapidamente alcanzan el higado. Dentro del higado los
esporozoitos cruzan la barrera sinusoidal y entran en la parénquima hepética, donde invaden
los hepatocitos y se convierten en un estado exoeritrocitico maduro, estableciendo asi la
infeccion de la malaria en el huésped vertebrado (15). Se ha demostrado que los esporozoitos
pueden interactuar con las células blanco de dos maneras: uno migran a través de la célula,
hiriendo esta en el proceso, o dos pueden productivamente invadir la célula con la formacion
de una vacuola parasitofora (16). Como los esporozoitos deben atravesar varias barreras
celulares con el fin de alcanzar a los hepatocitos, atravesar las células es un paso critico para
la infectividad de los esporozoitos in vivo (17). Se ha demostrado que los niveles de
sulfatacion de los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs, del inglés “heparan sulfate
proteoglycans) en la superficie de una célula blanco determinan si los esporozoitos
atravesaran o invadiran una célula, por lo tanto los HSPGs altamente sulfatados de los

hepatocitos desencadenan una cascada de sefializacion en los esporozoitos que resulta en la
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invasion (15). Las células hepaticas resultan dptimas para el desarrollo parasito ya que son
adecuadas para su nutricion y desarrollo, permiten su crecimiento y la iniciacion del ciclo
esquizogdnico. Aunque se conoce que los eventos mas importantes en la invasion del higado
por los esporozoitos son atravesar la capa de diferentes células y la infeccion de hepatocitos,

las bases moleculares de estos eventos aln no se han esclarecido (18).

Una vez en el hepatocito cada esporozoito se divide hasta generar entre 15.000 a 45.000
nuevas formas del parésito llamadas merozoitos (estadio asexual), los cuales tienen
morfologia semejante a una pera; ellos salen del higado al torrente sanguineo por medio de
merosomas (19) en aproximadamente una semana, sin dejar ningun residuo de los paréasitos
en el higado, con excepcion del P. vivax y P. ovale que pueden generar un estado de
hipnozoito (20). Esta etapa pre-eritrocitica no causa la enfermedad. Los merozoitos invaden
glébulos rojos, en donde crecen y se reproducen, dividiéndose consecutivamente hasta dar
origen a aproximadamente 36 células intra-eritrociticas 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 de merozoitos. Los sintomas de la malaria s6lo se producen durante esta fase

eritrocitica de la infeccion (21, 22).

Un pequefio porcentaje de merozoitos en el estadio eritrocitico asexual se diferencian a
formas sexuales o gametocitos (formas sexuales del protozoario, macho y hembra), los cuales

ingiere el mosquito para iniciar el ciclo sexual.

La fase sexual se inicia en el momento en que, como consecuencia del caracter hematofago
de las hembras Anopheles, los gametocitos hembra y macho desarrollados en el individuo
infectado llegan al intestino medio del mosquito, abandonan el eritrocito infectado y maduran

para convertirse en gametos. EI microgameto o gameto macho se fracciona en seis o siete
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cuerpos flagelares mientras que el macrogameto o gameto hembra aumenta de tamafio y su
nacleo emigra a la periferia en donde sobresale como una estructura conica sobre la que se

implanta uno de los flagelos en el momento de la fecundacién (23).

De esto surge el cigoto que se alarga en forma de huso y se hace movil transformandose en
el ooquineto. Este penetra las paredes del estomago del mosquito y produce una membrana
a su alrededor para formar un quiste (oocito) que crece hasta alcanzar la pared externa del
estobmago del Anopheles y se subdivide repetidas veces. En este momento el oocito mide 50
micras y contiene miles de esporozoitos, cuerpos fusiformes con un nicleo central de 13
micras de largo por 2 de diametro, que por ruptura del oocito maduro son liberados y emigran
hacia las glandulas salivares del mosquito. Es desde estas glandulas que son inoculados en el
hospedero vertebrado, cuando el mosquito se alimenta y de esa manera se reinicia el ciclo
(23) (Figura 1).

2.1.3. Sintomatologia y Patogénesis de la malaria

Los sintomas caracteristicos incluyen episodios febriles, cefalea, escalofrios, anemia y
sudoracion, resultantes de la ruptura sincronizada de las células rojas en la etapa eritrocitica
(21), las cuales en estadios méas avanzados de la enfermedad pueden conducir a dafio renal
reversible, malaria cerebral, trombospenia, y aun la muerte del individuo, lo cual acontece

entre el 1% y 2% de las personas infectadas.

Una caracteristica clave en la biologia del P. falciparum es su habilidad para hacer que
gldbulos rojos infectados se adhieran a las paredes de los vasos sanguineos. Estos parasitos
secuestrados causan considerables obstrucciones en la perfusion de los tejidos, hecho

especialmente importante en malaria cerebral y placental. Este fendmeno compromete el
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fluido sanguineo entre 6rganos, por ello individuos afectados con malaria se tornan
deshidratados e hipovolémicos. La destruccién de los glébulos rojos y la anemia severa son
parte inevitable en la malaria, que compromete el transporte de oxigeno. Las complicaciones
de la malaria incluyen anemia hemolitica, recrecimiento y ruptura del bazo, higado y rifiones,

fallo pulmonar, disturbios gastrointestinales, malaria cerebral, coma y muerte (1, 24-26).

2.2.  Principales proteinas antigénicas del esporozoito y del merozoito

Han sido identificadas un gran nimero de moléculas en cada etapa del parasito gracias al
esclarecimiento completo del genoma, proteoma y transcriptoma de P. falciparum (6, 27-29)
las cuales son de gran interés para diferentes grupos de investigacioén (7, 30).

En los dltimos afios se ha logrado identificar una diversidad de proteinas que inducen
respuesta inmune celular y humoral. Algunas de estas proteinas se han clonado y se han
secuenciado, lo cual permite comprender mejor su estructura, su expresion funcional, y la
identificacion de sus respectivos epitopes. Por otro lado, las proteinas que inducen
inmunogenicidad son especificas de cada especie y de cada una de las fases que conforman
el ciclo bioldgico del parasito (9, 10).

De esta variedad de proteinas se destacan las provenientes del esporozoito (Figura 2a) y del
merozoito (Figura 2b) que han sido estudiadas como posibles blancos para una vacuna contra
la malaria y que son relevantes para el ciclo del parasito. Algunas de estas proteinas estan
situadas en la superficie de la forma invasiva, mientras otras estan localizadas en organelos
como las roptrias, micronemas y granulos densos. La gran mayoria han sido agrupadas entre
varias familias de acuerdo a su localizacion celular o caracteristicas moleculares. En la figura

2 se identifican estas estructuras asi como las principales proteinas en las cuales han sido
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descritas de acuerdo a la forma invasiva en el humano/vertebrado (en azul se resaltan las
proteinas utilizadas en este trabajo). A continuacion se detallan algunas de las proteinas mas

importantes en los dos estadios.
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Figura 2. Diagrama de la localizacién sub-celular de algunas proteinas del esporozoito (a) y del merozoito (b)
involucradas en la invasién al hepatocito y al eritrocito respectivamente. Adaptada de Curtidor y col. (10) y

Patarroyo y col. (14).

2.2.1. CSP

En los esporozoitos, la efectividad en la motilidad y la capacidad de unirse e invadir las
células hepaticas son los eventos mas importantes en el viaje hacia el higado. En este transito
se han identificado diferentes proteinas gracias a nuevas estrategias desarrolladas en el area
de la biologia molecular (31), entre las mas estudiadas estd: La proteina circumsporozoito
(CSP del inglés “circumsporozoite protein”) que ha sido considerada como un excelente
blanco para el desarrollo de vacunas contra la malaria del estadio pre-eritrocitico, debido a
que es abundante en la composicion de los esporozoitos, a su alta inmunogenicidad y al papel
fundamental en la invasién de las células hepaticas (32, 33). Esta molécula muestra

caracteristicas comunes en su estructura molecular a todos los plasmodios; esta formada por
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un dominio N-terminal, con un motivo conservado en el cual se destaca el pentapéptido
(KLKQP) que es el sitio de clivaje a proteasas Ilamado region I (RI) (34), también posee una
region central de repeticion de amino &cidos, la cual es blanco de anticuerpos que bloguean
la entrada de los esporozoitos (35). Ademas, contiene una secuencia corta conservada
[lamada region 111 (RII1). La region 11+ (RI1+), presenta una secuencia de 18 aminoacidos
embebida en una region del dominio de repeticion trombospondina tipo 1 (TSR, del inglés
“thrombospondin type-1 repeat”) (36). Esta region media la adhesion de los esporozoitos a
los proteoglicanos de heparan sulfato en las sinusoides del higado ya que contiene un surco
cargado positivamente que permite acomodar grupos sulfato de los proteoglicanos de
heparan sulfato (37). Esta proteina contiene ademés una secuencia de unién a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) en su extremo C-terminal que ancla esta proteina a la

membrana del esporozoito (38) (Figura 3).

4383 RI 4388/4389 R ri°

Regién N-terminal Region de repeticion Regién TSR

Péptido - Region Regiénde- DRegién -
senal Conservada repeticion cHABP Variable GPI

Figura 3. Diagrama de la localizacién de las regiones representativas de la proteina CSP del esporozoito. Se
resaltan los cHABPs del inglés “conserved high activity binding peptides” (4383,4388 y 4389 enumerados de
acuerdo al codigo de la FIDIC) (39).

En estudios previos se identificaron péptidos conservados en diferentes especies de
plasmodium con alta capacidad de union a células blanco o cHABPs, derivados de la proteina
CSP de P. falciparum que tienen alta afinidad por las células HepG2 (Figura 3), a los cuales
se les identifico los residuos criticos de union a este tipo de células. Estos péptidos no
inducen respuesta inmune cuando son inoculados en monos Aotus (39); sin embargo, en otro
estudio estos péptidos fueron modificados en sus residuos criticos de union con el fin de
potenciar su capacidad de inducir una respuesta inmune, estos péptidos modificados o
mHABPs fueron usados para inmunizar monos Aotus los cuales generaron una importante
respuesta inmune humoral, ademas el estudio por RMN de 'H de estos péptidos, evidencid

una conformacion del tipo giro  (40).
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En cuanto a la estructura tridimensional de CSP, recientemente se ha elucidado un fragmento
recombinante, que contiene la region Il y el dominio TSR. Este segmento recombinante
presenta estas regiones entre una sola unidad llamada o TSR. Este dominio, a su vez posee
un bolsillo hidrofébico (Figura 4 en naranja) cuya funcion es desconocida. La region 111
forma un plegamiento integral que involucra una o hélice anfipatica a la cual le siguen
ortogonalmente 3 hebras en la regién homologa TSR, que estan situadas una junto a la otra
como una hoja beta antiparalela, ademas se determiné que los extremos N y C terminal estan

bastante cercanos (41).
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Figura 4. Estructura tridimensional del dominio a TSR de CSP. Representacion en superficie transparente del
fragmento a TSR, en naranja se resalta un bolsillo hidrofobico, en amarillo se indican los aminoacidos que lo
componen. En verde se sefialan las diferentes estructuras secundarias como hélice o, hoja plegada antiparalela
B y bucles.Tomado de (41).

Los estudios en los cuales aparece CSP, estan los relacionados con SPf66 que fue la primera
vacuna contra la malaria quimicamente sintetizada, multi-antigénica, multi-estadio, basada
en minimas subunidades, la cual produjo una completa proteccion en cerca del 40% de los
monos Aotus que fueron inmunizados con fragmentos de dicha molécula (42). SPf66 tiene
45 amino acidos de largo e incluye la secuencia NANP (Asn-Ala-Asn-Pro, intercalada 2
veces) derivada de la regién de repeticion de CSP. Esta molécula fue incluida en ensayos de
campo por diferentes grupos cientificos alrededor del mundo y con diversos grupos étnicos

en poblaciones de individuos mayores a 1 afio de edad (43-46) con resultados positivos en
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cuanto a respuesta inmune, seguridad y reactogenicidad, lo que generd las bases para el

desarrollo de la nueva generacién de vacunas.

CSP es reconocida como el nico candidato incluido en una vacuna bioldgica en alcanzar
ensayos clinicos Fase I1l en grandes poblaciones y en diferentes partes del mundo; conocida
como la “recombinante RTS-S”, consta entre otros del antigeno de superficie (S) del virus de
la hepatitis B como una matriz transportadora entre la cual una secuencia de aminoacidos de
CSP hasido insertada. Esta vacuna recombinante tiene una eficacia del 34,8% contra malaria
severa en la categoria de edades combinadas (47, 48).

Aunque la vacuna no es totalmente protectiva, es una de las principales proteinas en jerarquia

con respecto a aquellas que pueden intervenir en la actividad inmunoldgica en una vacuna.

2.2.2. TRAP

Proteina anénima relacionada a trombospondina (TRAP, del inglés “thrombospondin-related
anonymous protein”) también llamada SSP2 (Sporozoite surface protein) (49). Importante
porque media la motilidad o deslizamiento del parasito y la invasion celular en el mosquito
y en el huésped vertebrado (50). Pertenece a una familia de proteinas que se encuentran
en los micronemas en las etapas de invasion de los parasitos del filum apicomplexa y en las
vesiculas secretoras del complejo apical (51). Los miembros de la familia TRAP tienen una
estructura similar que consiste de: un dominio citoplasmatico en el extremo C-terminal (DC),
un dominio transmembranal (Region 1V), una regidn rica en prolinas (Region Il1) y, dos
regiones de adhesién: el dominio TSR (Region 1) (52, 53), y la regién Von Willebrand tipo
Al (VWA) (Regién I) (54) (Figura 5), estas ultimas son conocidas porque intervienen en

interacciones proteina-proteina.
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Figura 5. Diagrama que ilustra la organizacion de las regiones caracteristicas de la proteina TRAP. Se resalta

la ubicacién de los cHABPs (55) (cuadros negros).

Lépez y colaboradores, encontraron 21 péptidos (c(HABPS) de alta union a células HepG2
provenientes de TRAP, de los cuales 5 han sido ubicados en los dominios de unién de esta
proteina, evidenciando también los residuos criticos de unién para cada uno de estos
cHABPs (55). Modificaciones realizadas a los residuos criticos y posteriores inmunizaciones
con estos péptidos (MHABPS) a monos Aotus potenciaron la respuesta inmune, lo que fue
asociado a los cambios estructurales si se compara la estructura de los péptidos nativos con
la de los modificados, se encuentran que la mayoria de los cHABPs presentan una
conformacién al azar, mientras los modificados mostraron regiones estructuradas cortas que

involucran estructuras tipo giros P clasicas o distorsionadas (56).

Tossavainen y colaboradores describieron la estructura tridimensional del dominio TSR de
TRAP (57), ésta presenta un plegamiento alargado formando una hoja 3 antiparalela de tres
cadenas (Figura 6). Las hebras B y C forman una hoja 3 regular, mientras que la hebra A es
irregular con un patron ondulado, se evidenciaron varios enlaces de hidrogeno entre el
esqueleto de la proteina y &tomos de la cadena lateral, asi como las interacciones entre las
cadenas laterales intercaladas por dos triptofanos y tres argininas que estabilizan la
estructura. Es probable que se forme interacciones entre lisina o arginina y una cadena lateral
aromatica de la fenilalanina, tirosina o triptofano lo que le confiere una mayor estabilidad

energética, adicional a los tres puentes disulfuro en los extremos de la estructura (58).
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Figura 6. Estructura tridimensional del dominio TSR de la proteina TRAP. La presencia de puentes de
hidrégeno entre el esqueleto del fragmento y las cadenas laterales y puentes disulfuro, uno en su extremo N-

terminal y 2 en su extremo C-terminal hacen que la estructura sea bastante estable (57).

2.2.3. STARP

La proteina del esporozoito rica en treonina y asparagina (STARP, del inglés “Sporozoite
threonine-asparagine-rich protein”), fue identificada sobre la superficie del esporozoito
mediante ensayos de inmunofluorescencia y microscopia inmunoelectrénica (7, 59). Esta
consta de 604 residuos de amino acidos y tiene una masa molecular cercana a los 78 kDa,
posee un péptido sefial y 3 regiones centrales de repeticion (Figura 7), entre las cuales esté la
region conocida como Mosaico (M), que esencialmente estd compuesta por una serie de
motivos cortos de entre 3y 9 residuos dispersos en esta region, la region Rp45 que contiene
2 repeticiones idénticas de 45 amino acidos de largo y la region Rpl10 constituida por 26
unidades repetidas en tindem de 10 amino &cidos Yy un fragmento N-terminal conservado
(59).

Péptido 20546 Péptido 20570
(VIKHNRFLSEYQSNFLGGGY) (KSMINAYLDKL DLETVRKII:I)
T = [ =res ] Re 10 [ X 1
1 251 (STDNNNTNT)_ 467 604
Péptido Reqion Regi6n
senal consgwada - cHABP Variable

Figura 7. Diagrama de la localizacion de las regiones representativas de la proteina STARP del esporozoito.
Se resaltan los cHABPs (60) (20546 y 20570 enumerados de acuerdo al cddigo de la FIDIC).
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STARP hasido considerada candidata potencial para generar una vacuna contra malaria del
estadio pre-eritrocitico porque anticuerpos contra este antigeno bloquean la invasion de los
esporozoitos a las células hepaticas (61). Adicionalmente esta proteina contiene el motivo
PEXEL (Plasmodium export element) RXLXE/Q/D que ha sido involucrado en el transporte
de proteinas més alla de la vacuola parasitofora, resaltando su importancia (62). En otro
estudio se identificaron 12 péptidos de alta union a células HepG2, de los cuales 5 estaban
en regiones conservadas, a los que se les determind cuales eran los residuos criticos de union
mediante un ensayo de competicién (60). Recientemente, se evalué la capacidad del
reconocimiento del fragmento C-terminal de la proteina recombinante STARP por parte se
sueros de pacientes infectados con malaria en un éarea geogréfica de caracteristicas
endémicas; los andlisis por Western blot (WB), muestran que el 42.6% de las muestras
contenian anticuerpos especificos contra esta recombinante, lo cual evidencio el papel
antigénico de STARP (63).

Adicionalmente el estudio prospectivo realizado en Mali, utilizando microarreglos de
proteinas de P. falciparum y sueros de 220 individuos, mostré que la proteina STARP es la
segunda en importancia con respecto a la respuesta de anticuerpos, en pruebas realizadas
antes y después de la temporada de malaria, sugiriendo que STARP es un excelente candidato
a vacuna (64). Hasta ahora la estructura de esta proteina no ha sido elucidada total o

parcialmente.

2.24. CelTOS

La proteina CelTOS cuya fusidn esta relacionada con el paso a través de células y es
producida por el ooquineto y los esporozoitos, (CelTOS, del inglés “Cell traversal protein
for ookinete and sporozoite”), es esencial para la migracion del parasito desde el intestino

medio del mosquito a las glandulas salivares y para la migracion de los parésitos desde el
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sitio de picadura del mosquito en la piel hasta el higado (17). CelTOS se localiza en
los micronemas (17, 18), que son organelos en donde se depositan algunas proteinas antes de
ser traslocadas a la superficie del esporozoito, y es una proteina de masa molecular relativa
de 25 kDa que presenta péptido sefial (Figura 8) y que es conservada entre las diferentes

especies de plasmodium.
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Figura 8. Diagrama de la localizacién de las regiones representativas de la proteina CelTOS del esporozoito.
Se resaltan los cHABPs (34451, 34452 y 34458 enumerados de acuerdo al codigo de la FIDIC).

Kariu y colaboradores (17) encontraron que la interrupcion selectiva del gen CelTOS de
Plasmodium berghei (Pb) en un ensayo in vivo redujo la infeccion en algunos animales. En
el mismo estudio, con el fin de evaluar la habilidad de infectar hepatocitos en un ensayo in
vitro, células HepG2 incubadas con parasito tipo silvestre y con el gen interrumpido
mostraron que CelTOS no es necesaria para la infeccion. Los mismos autores también
evaluaron la actividad de la proteina sobre el transito de los esporozoitos a través de células
HeLa mediante el ensayo de ruptura celular, logrando determinar que CelTOS esta
involucrada en el transito celular del parasito; ademas encontraron que la infectividad en el
higado en ratones se restaur6 cuando se eliminaron las células de Kupffer, lo cual indica que
se requiere de CelTOS para el paso de los esporozoitos desde el sistema circulatorio a traves

de la capa de células sinusoidales del higado, en particular las células de Kupffer (17).

Bergmann-Leitner y colaboradores (65) encontraron que la inmunizacién de ratones con una
proteina recombinante de PfCelTOS induce una marcada respuesta humoral y celular asi

como proteccion estéril contra el reto heterdlogo con esporozoitos de P. berghei en ratones.
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Posteriormente se evalud la eficacia protectiva contra la malaria en ratones, inducida por la
inmunizacion con la proteina recombinante de PbCelTOS acompafiada del adyuvante
Montanide ISA-720 (66), en este caso se encontrd que la eficacia protectiva inducida por la
proteina recombinante fue alta y que los anticuerpos generados reconocieron los esporozoitos
de P. berghei, lo que puso de manifiesto el potencial de esta proteina como componente
esencial de una vacuna contra la malaria. Actualmente, la recombinante PfCelTOS,
expresada en E. Coli se esta ensayando en estudios clinicos fase | (67). La estructura de
CelTOS no ha sido elucidada a la fecha por métodos convencionales, recientemente se
reportaron modelos de la estructura obtenidos por diferentes métodos de prediccion,

mostrando en todos su alto contenido a helical (68).

2.25. TRSP

La proteina del esporozoito relacionada a trombospondina (TRSP,  del inglés
“thrombospondin-related sporozoite protein™), fue descrita en esporozoitos de P. yoelii (28),
como una proteina de 18 KDa (con 163 amino &cidos). Estudios de inmunolocalizacion
indicaron que TRSP se expresa en oocistos y en esporozoitos de las glandulas salivares del
mosquito, con un patron de distribucion exclusivo si se compara con el patrén de proteinas
de micronema y de superficie, lo cual indica una posible localizacion en las roptrias de los
esporozoitos, infortunadamente no se ha identificado a la fecha proteinas del esporozoito
especificas de roptrias con las cuales confirmar esta localizacion. TRSP es también una
proteina altamente conservada entre las diferentes especies del plasmodium, se predice que
contiene un péptido sefial, una region central-RIl que contiene el dominio TSR y un dominio
transmembranal seguido de un dominio citoplasmatico corto (Figura 9) (28). La proteina
TRSP al igual que la proteina STARP contiene el motivo PEXEL en el N-terminal

significativo en el transporte de esta proteina.
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Figura 9. Diagrama de la localizacion de las regiones estructurales de la proteina TRSP del esporozoito. Se
resalta el cHABP (36075 enumerado de acuerdo al codigo de la FIDIC).

Se encontrd que la inactivacion del gen TRSP en esporozoitos de Plasmodium berghei no
tiene efecto sobre la movilidad necesaria para la invasion o “gliding motility” pero si afecta
negativamente la entrada del esporozoito a células HepG2 en ensayos in vitro; mientras que

ensayos in vivo muestran retraso en la llegada a la fase sanguinea (69).

2.2.6. MSP-1

En cuanto a las proteinas del merozoito (estadio eritrocitico), varios antigenos primordiales
se han estudiado a la fecha, entre los cuales la proteina de superficie del merozoito 1, (MSP-
1, del inglés “Merozoite surfaceproteinl”) ha sido una de las mas evaluadas a nivel de
respuesta inmune. MSP-1 es secretada como un precursor de 195 kDa que esta anclada a la
membrana via GPI y es procesada por proteasas produciendo fragmentos de 83, 30, 38y 42
kDa (70). En el momento de la entrada del merozoito al eritrocito, el dominio C-terminal de
42 kDa presenta un segundo evento de clivaje proteolitico, dejando un dominio C-terminal
de 33 y otro de 19 kDa unido a la superficie del merozoito (71). El fragmento de 42 kDa ha
sido probado en fases pre-clinica y clinica por varios afios por el grupo de Ockenhouse y
colaboradores con resultados promisorios (72-75). Recientemente, una proteina
recombinante de este fragmento ha sido evaluada en estudios clinicos fase I, los resultados

muestran que es segura e inmunogénica en poblaciones expuestas y no expuestas a malaria
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y que induce altos titulos de anticuerpos anti-MSP14; en las poblaciones del estudio (75),

indicando la importancia de mantener este fragmento en las fases siguientes de investigacion.

La proteina MSP-1 completa (76), se sintetizd en fragmentos de 20 residuos, con el fin de
conocer cuéles de estos eran importantes en la interaccion con la membrana del glébulo rojo,
y mediante estudios de competicion se determinaron 4 péptidos nativos (C(HABPS) que se
unian con alta especificidad a los eritrocitos y que estaban situados en regiones conservadas
de la proteina (76) (Figura 10). Estos péptidos fueron modificados en sus residuos criticos de
unién, determinados previamente (76), se elucido la estructura tridimensional mediante RMN
de H, resaltando su caracteristica a helical en la mayoria de los cHABPs y en todos sus
mHABPSs, lo cual junto con los estudios de inmunizacion en ensayos in vivo mostraron la

importancia de algunos péptidos modificados en el disefio de vacunas (77-80).

83 kDa 30kDa 38kDa 33kDa  19kDa
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Figura 10. Diagrama de la localizacién de los fragmentos proteoliticos de la proteina MSP-1. Se resalta la

ubicacion de los cHABPs (76) (cuadros negros).

2.2.7. SERA

La proteina del merozoito conocida como antigeno de repeticion de serina (SERA, del inglés
“Serine repeat antigen”), pertenece a una gran familia de genes que incluye un total de 9
miembros en P. falciparum de los cuales SERA 5 se expresa en mayor proporcion que los
otros miembros. Por otra parte, SERA 5 parece ser esencial para el crecimiento del parasito
en el estadio eritrocitico y dada la dificultad de interrumpir este gen utilizando diferentes
enfoques, se ha sugerido que desempefia un papel importante para el sostenimiento del ciclo
eritrocitico (81).
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SERA 5 es expresada en la vacuola parasitofora y sobre la superficie del merozoito, es
sintetizada como un precursor de cerca de 111 kDa, es procesada en 3 dominios de 47 (N-
terminal) , 56 (central), y 18 kDa (C-terminal) (Figura 11). Los fragmentos de 47 y 18 estan
unidos por un enlace disulfuro y se mantienen sobre la superficie del merozoito en el
momento de la ruptura del esquizonte, mientras el dominio de 56 se somete a un segundo
procesamiento originando 2 fragmentos de 50 y 6 kDa que son secretados al sobrenadante de

cultivo después de la ruptura del esquizonte (81-83).

Péptido 6733 Péptido 6754
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Figura 11. Diagrama de la localizacion de las regiones representativas de la proteina SERA 5 del merozoito.
Se resaltan los cHABPs (84) (6725, 6733, 6737, 6746, 6754 y 6762 enumerados de acuerdo al codigo de la
FIDIC).

El fragmento N-terminal de 47 kDa es uno de los més estudiados ya que ha demostrado ser
inmunogénico e inducir la produccién de anticuerpos que inhiben la invasion de los
eritrocitos y la replicacién del parasito in vitro e in vivo (85-87). Este dominio ha sido
estudiado por Horii y colaboradores (82, 87-89), ellos iniciaron con el estudio del fragmento
completo llamado SE47, al cual luego le removieron un grupo de serinas que dificultaban su
purificacion y lo denominaron SE36. Los estudios en primates no humanos y clinicos Fase |

muestran que este ultimo fragmento es altamente inmunogénico (88, 89).
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El otro fragmento de SERA 5 en estudio es el de 50 kDa ya que ha sido considerado un
dominio catalitico activo por tener un alto grado de homologia con la familia de las cisteina
proteasas conocida como papainas. Esta actividad catalitica ha sido tema de considerables
debates debido a la sustitucion de una cisteina (C) por una serina (S) dentro de la triada
catalitica de la proteina, este clivaje final de 50 y 6 kDa podria ser la clave del papel
proteolitico de este fragmento. Recientemente, estudiaron la actividad enzimética de dicho
fragmento y su inhibicion por péptidos derivados del fragmento de 6 kDa, evidenciando 2
péptidos que inhiben el crecimiento y el desarrollo de paréasitos de P. falciparum en ensayos
in vitro y demostrando que el paso del clivaje final es esencial en la actividad enzimética
(90). En cuanto a la estructura de SERA 5, solo el fragmento de 50kDa fue elucidado, para
éste, los autores aducen algunas contradicciones con respecto al sitio catalitico putativo al
compararlo con el de la catepsina L, al parecer existen algunos residuos como el acido
aspartico en la posicion 594 (D594) cuya cadena lateral ocupa un espacio importante,
restringiendo posiblemente el acceso del sustrato al sitio catalitico (Figural2) quedando

dudas sobre la funcion de dicho sitio (91).
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Figura 12. Estructura del fragmento de 50kDa de la proteina SERA 5 de P. falciparum. Figura tomada de (91).

Adicionalmente, en otro estudio se sintetiz6 la proteina SERA 5 en fragmentos de 20
residuos, mediante estudios de receptor-ligando, se encontré 6 péptidos presentaron alta
capacidad de union al eritrocito, y adicionalmente, determinaron los residuos criticos de
dicha union de estos péptidos mediante ensayos de competicion (84). A la fecha se han
realizado varios estudios estructurales mediante RMN de *H con 4 de estos 6 péptidos y sus
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correspondientes modificados, los cuales todos presentaron fragmentos o helicales,
confiriéndole posiblemente la importancia de su plegamiento en la estructura terciaria de la
proteina, estos péptidos modificados inoculados en monos Aotus generaron altos titulos de
anticuerpos y proteccion contra el reto experimental, suministrando posibles candidatos en

el disefio de vacunas contra el estadio eritrocitico (92-95).

2.3. Inmunidad contra P. falciparum en el contexto de vacunas

La inmunidad adquirida, que constituye la base del desarrollo de las vacunas, se caracteriza
por el reconocimiento especifico de los antigenos extrafios y la generacion de memoria
inmunoldgica hacia estos antigenos por parte de linfocitos B y células T. Esta respuesta se
clasifica en dos amplias categorias, la humoral y la celular. Generalmente la respuesta inmune
humoral es importante en la reaccidn contra parasitos extracelulares, mientras que la celular
estd implicada en infecciones por microorganismos intracelulares, aunque la combinacion de
ambas se presenta con frecuencia durante las infecciones causadas por los patdgenos (21,
96).

De estos patdgenos, el Plasmodium falciparum el cual como ya se ha mencionado se
desarrolla parte en el hombre y parte en el mosquito invertebrado. Esta infeccion parasitaria
tiene un ciclo de vida muy complejo y la respuesta inmunitaria humana contra este parasito
estad influenciada por las caracteristicas del ciclo de vida en el que alterna fases del ciclo de

vida intra- y extra-celular infectando hepatocitos y eritrocitos (21).

Aungue a la fecha, esta respuesta inmune no ha sido completamente esclarecida, las
evidencias experimentales en humanos y en animales estan proporcionando conocimiento
sobre la inmunologia de la infeccion por plasmodium, mostrando que la respuesta inmune

humoral es relevante en el control de los parasitos y por ende en su desarrollo asexual. La
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importancia de la induccion de anticuerpos fue evidenciada por primera vez por estudios de

transferencia pasiva realizados en seres humanos (97).

La produccion de anticuerpos especificos en respuesta a antigenos experimentales y contra
sus homdlogos naturales en el parésito se ha estudiado tanto en los voluntarios humanos
como en los animales de experimentacidn vacunados, utilizando diferentes metodologias. De
las técnicas de laboratorio frecuentes en investigacion para la evaluacion de la inmunidad in
vitro mediada por anticuerpos, estan las que miden la especificidad de la union Antigeno-
Anticuerpo. Distintas propiedades que tienen las inmunoglobulinas tales como la union a un
antigeno con alta especificidad y el hecho de que la interaccion antigeno-anticuerpo
pueda ser visible por fendbmenos como la precipitacion, la aglutinacion y otros
mecanismos indirectos hacen que estas mediciones se empleen ampliamente para evaluar
la calidad de la respuesta inmune dirigida por anticuerpos que reconocen un antigeno durante
un proceso de inmunizacion. Una vez se realiza la reaccion antigeno-anticuerpo se debe
evidenciar, en algunas ocasiones, la posibilidad de combinar diferentes sustancias con la
fraccion constante (Fc) de los anticuerpos, como enzimas acopladas a fluoro-cromos y
radioisotopos, cuyo uso ademds de no afectar su afinidad del anticuerpo por el antigeno
amplifican las opciones de deteccion del anticuerpo. Entre este grupo de técnicas estan el
ELISA (del inglés “Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay”); el Western-blot (WB), la
inmuno-fluorescencia y la citometria de flujo entre otras (98). Como técnicamente es posible
producir anticuerpos contra cualquier molécula, el empleo de técnicas basadas en la deteccion
de anticuerpos sirve para estudiar cualquier tipo de molécula contenida en una solucién o en

una célula si ella es identificable por un anticuerpo.

En cuanto a la respuesta inmune por activacion de células T, se ha postulado que en humanos
la respuesta inmune contra malaria en vacunas, estan bajo control de genes localizados en el
complejo mayor de histocompatibilidad (99). Con el fin de introducir el topico de la

activacion de las células T, es bueno recordar que los linfocitos T solo pueden reconocer
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antigenos que se presentan en otras células. El trabajo de presentar antigenos asociados a
células para que sean reconocidos por los linfocitos T estd a cargo de unas proteinas
especializadas que son codificadas por genes presentes en el locus designado Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH), de los cuales existen 2 tipos principales: clase |y
clase Il. La region genética que codifica las moléculas del CMH 11 se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 6 en la posicién 6p21.3 y codifica para la sintesis de tres tipos de
proteinas de membrana, llamadas en humanos (human leukocyte antigen) HLA-DP, -DQ y
—DR (Figura 13) (100). Las moléculas del CMH 11 son heterodimeros formados por dos
cadenas pesadas: la cadena alfa (o) codificada por la region monomorfica en el caso de HLA-
DRA vy la cadena beta (B) codificada por la region altamente polimorfica HLA-DRB (101).
Esta region HLA-DRB contiene nueve genes (representados por los nimeros, lal 9), cinco
de ellos son pseudogenes, mientras que los otros cuatro (HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-
DRB4, y HLA-DRB5) se transcriben, siendo el locus HLA-DRB1* uno de los mas
polimérficos. Las moléculas codificadas por estos genes son llamados HLA-DRB1*, como
por ejemplo en el caso del HLA-DRB1*0401 (el namero después del * identifica el alelo),
son las encargadas de presentar antigenos peptidicos al TCR mediante la formacion del
complejo MHCII-P-TCR necesarios para inducir una respuesta inmune apropiada contra el

antigeno por parte de los linfocitos T (96, 101).

Human — chromosome 6
R class Il o dass |
,""/-/- Ty \ ‘//"7 - T ‘\\
7 7 7

L hH Ymmm m E

DPb DPa DOb DMb DMa DOa DQb DQa  DRbS DRb4 DRb3 DRb1 DRa B c A
\ o 8 aaiine tsssesaalost Ly ;

HLA-DP HLA-DQ ¥aassnaneanse SOC TP * HLA-B HLA-A
{LA-DR HLA-(

Figura 13.Region del Complejo mayor de histocompatibilidad de humano sobre el cromosoma 6(100).

Estos alelos han sido agrupados de acuerdo a la serologia, métodos moleculares y estudios
filogenéticos en cinco grandes grupos o haplotipos (102). Estos haplotipos son: HLA-DR1,
HLA-DR51, HLA-DR52, HLA-DR8 y HLA-DR53 (como ejemplo, este Gltimo expresando

especificidades serologicas de los alelos: HLADRB1* 04, 07, y 09) (101, 102).
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En estudios de secuenciacion de los genes que codifican las moléculas Clase Il (HLA-
DRp1*) de monos Aotus, se ha encontrado una similitud entre el 88% al 100% con las
moléculas HLA-DRB1* 04, 03, 08, 11, 13, 14, 15, 16, 10, 07, y 01 de humano (103),
refiriendo al mono Aotus como un modelo experimental Util para el desarrollo de vacunas

para uso humano (9, 103).

Como se menciond anteriormente, las moléculas CMH 11 estan formadas por dos cadenas, o
y B (Figura 14a), las cuales se combinan para formar una ranura o region de union a la
proteina llamada PBR del inglés “protein binding region” (Figura 14b). Formada por un piso
0 plataforma de ocho hojas B derivadas de ambas cadenas y dos hélices a, una formada por

la cadena a y el otro por la cadena .

Figura 14. Molécula del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (a) Representacion en superficies de
la estructura HLA-DRB1*0101 (codigo PDB: 1DLH). Cadena a en rosado y cadena [ en azul claro y (b) vista
lateral de la representacion en cintas y esferas de la misma molécula en (a), resaltando la region de unién al

péptido (PBR). Adaptada de Patarroyo y colaboradores (9).

A la fecha se han elucidado estructuralmente diferentes tipos de alelos humanos
principalmente mediante cristalografia de rayos X (104-108), entre las cuales, la estructura

del HLA-DRB1*0101 de humano formando un complejo con un péptido del virus de la
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influenza, elucidada por Stern y colaboradores (108), ha sido una de las pioneras en la
investigacion estructural de moléculas CMH I1. En éste complejo se evidenciaron 4 bolsillos
principales (en inglés “pockets”) denominados P1, P4, P6 y P9 (Figura 14a), donde el
péptido que va a ser presentado al receptor de células T (RCT), puede ajustarse entre dichos
bolsillos y formar puentes de hidrégeno entre los atomos del esqueleto del péptido y las
cadenas laterales de los aminoacidos que estan involucrados en los bolsillos del CMH 11,
dando una importante estabilidad al complejo pCMHII y asi permitir una mejor presentacion
del complejo al receptor de células T. Por tal razon es importante que este ajuste ocurra y sea

lo mas inalterable posible para lograr la induccion de una respuesta inmune efectiva.

2.4.  Estructura tridimensional de péptidos y proteinas

Las proteinas son macromoléculas con grupos funcionales neutros, cargados positivos y
negativos distribuidos de forma caracteristica sobre la superficie de cada molécula. Como
resultado, la carga neta de cada proteina varia con el pH y puede ser positiva, negativa, 0
neutra. Las proteinas estan compuestas de polimeros lineales de aminoacidos llamados
polipéptidos. Cada polipéptido existe como un simple polimero de aminoacidos de una

longitud precisa acoplados en un orden puntual.

El problema para definir la estructura completa de cualquier polimero polipeptidico es el
grado de libertad rotacional alrededor del gran nimero de enlaces simples que estan presentes
en la cadena del polimero. En un polipéptido pueden existir desde 500 hasta 10.000 enlaces
simples, lo que podria llevar a diferentes estructuras tridimensionales. Sin embargo, los
polipéptidos en las proteinas, asumen solamente una estructura preferencial o un nimero
pequefio de estructuras intercambiantes, que representa como Unica a cada secuencia de

aminoéacidos de un polipéptido.
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Se ha observado que en las proteinas, los polipéptidos asumen estructuras conformacionales
clasicas como: hélice-a, hélice-310, vueltas B, laminas B entre otras, ordenadas y
estabilizadas por enlaces de hidrogeno intramoleculares o por puentes de hidrégeno

intercatenarios como en las laminas .

Con el conocimiento del genoma humano, los investigadores tienen un gran reto ya que sera
necesario conocer la estructura tridimensional de las proteinas para entender su funcion; para
esto la espectroscopia de RMN surge como como una herramienta para este proposito la cual
se realiza generalmente sobre las moléculas en solucidn, acercandose a las condiciones

fisioldgicas (109).

Conocer la estructura tridimensional de péptidos y proteinas es de gran ayuda para entender
los detalles precisos de la funcion bioldgica y en algunos casos inmunoldgica. Basicamente,
para describir la estructura de las proteinas, se deben considerar 4 niveles de organizacion

conocidos como: estructura primaria, secundaria terciaria y cuaternaria (110).

En las proteinas, la estructura primaria se define como la secuencia lineal de aminoacidos,
unidos mediante enlaces peptidicos. La estructura secundaria esta determinada por
interacciones no covalentes (interacciones débiles), conocidas como puentes de hidrogeno o
enlaces de hidrogeno que pueden ser intra- e intermoleculares que determinan ciertos
ordenamientos regulares dentro del esqueleto de la cadena polipeptidica. La estructura
terciaria describe todos los aspectos relacionados con el plegamiento tridimensional de un
polipéptido, que se presenta por diferentes interacciones al interior de la secuencia de
aminoacidos, entre las que se encuentran las interacciones hidrofobicas entre las cadenas
laterales, los enlaces de hidrogeno y los enlaces covalentes (interacciones fuertes) tipo puente

disulfuro, junto con asociaciones moleculares con los solventes del medio (110).

Algunas proteinas presentan actividad unicamente al estar en agregados moleculares, éstas

estructuras macromoleculares corresponden a la estructura cuaternaria (111, 112).
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De las estructuras secundarias, de interés en este trabajo, sobresalen las hélices a (Figura
15a), en las cuales la cadena polipeptidica se enrolla en espiral sobre si misma debido a los
giros producidos en torno al carbono a de cada amino &cido. Esta estructura se mantiene
estable gracias a las interacciones entre hidrogeno inter-residuo (secuenciales o a larga
distancia) formados entre el grupo carbonilo de un enlace peptidico con el hidrogeno de la
amida del cuarto enlace peptidico siguiente, cada vuelta de una hélice-alfa contiene 3.6
residuos (113). Existen algunos residuos como la prolina que no permiten la formacion de
esta estructura secundaria ya que su grupo amino no es geométricamente compatible con la
espiral derecha de la hélice-alfa (no posee hidrogeno amida); por el contrario produce un
cambio en la estructura que interrumpe la estructura helicoidal. Otra estructura secundaria es
la hélice 310 que es poco frecuente y que se caracteriza por ser mas corta que la hélice a ya
que tiene 3 residuos por vuelta, formando un anillo de 10 atomos, ademéas de otras

caracteristicas (114).

-

a. b.

Figura 15. Estructura secundaria en péptidos de proteinas de P. falciparum. a. Estructura de hélice a del péptido
23762. b. Estructura giro B del péptido 24166. a. y b. Péptidos pertenecientes a la proteina TRAP. Adaptada de
(115).

Las hojas plegada B, estructura secundaria muy habitual en las proteinas pero no en péptidos
(cadena peptidica corta) (ver en Figura 4, hoja plegada B antiparalela resaltada con flechas
verdes en sentido contrario), son otro tipo de estructura secundaria en la cual todos los
componentes del enlace peptidico estan involucrados en la formacioén de puentes de

hidrogeno.
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Los giros beta (Figura 15b), estructura secundaria de alto interés estructural y funcional
(116) se caracterizan por el giro de la cadena polipeptidica, estabilizado por un puente de
hidrogeno, son secuencias cortas, con una conformacion caracteristica que impone un brusco
giro de 180° a la cadena principal de un polipéptido. Existen muchas clases de giros B que

son clasificados de acuerdo a sus angulos diedros @ y ¥ (117).

La hélice de poliprolina tipo 1 y I, la I, es una hélice de mano derecha, caracterizada por
contener todos los enlaces peptidicos en posicion cis, tiene 5.6 A/vuelta y 3.3 residuos/vuelta
siendo muy raras en contextos biolégicos. Adoptan angulos diedros (¢ = -75°, y=150° y ®
= 0°). No tiene puentes de hidrogeno. Mientras que las de tipo Il son estructuras helicoidales
de mano izquierda (conocida como PPII. del inglés Polyproline 1l left handed),
poseen isémeros trans en sus enlaces peptidicos, se forman cuando todos los residuos
secuenciales de la columna adoptan angulos diedros cercanos a ¢ = -75°, y= 145° y ® = 180°.
La hélice de poliprolina 1l extendida, tiene una hélice de 9.3 A/vuelta y 3residuos/vuelta en
la forma ideal (118, 119); no tiene ningln enlace de hidrégeno interno, a diferencia de las
estructuras arriba descritas. Es normal tanto en proteinas plegadas como las que no lo son'y

su papel funcional es relevante (119, 120).

Para la determinacion de la estructura de proteinas y péptidos, se han desarrollado técnicas
como la cristalografia de Rayos X, que ha permanecido a la vanguardia por muchos afios, la
espectroscopia de RMN (121-123) y mas recientemente la crio-microscopia electronica
(124). Los dos primeros métodos son los de mayor auge actualmente, y ambos pueden
generar de forma fiable estructuras de proteinas de alta calidad para una amplia variedad de
moléculas. Estas metodologias tienen ventajas y desventajas en términos de preparacion de
muestra, recoleccion y analisis de datos, pero la RMN de moléculas en solucién tiene
obviamente la ventaja de ser esencial para aquellas proteinas que no pueden ser cristalizadas,

ademas de tener la posibilidad de realizar experimentos en funcion de la temperatura y con
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la oportunidad de realizar estudios de cinética y de acceder a diferentes nucleos haciéndola
quizas mas importante incluso que la cristalografia de Rayos X.

2.5. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
2.5.1. Generalidades

Para entender el papel que juegan las proteinas en las funciones bioldgicas se requiere un
estudio detallado de su estructura tridimensional y la identificacién de los residuos de amino
acidos cruciales involucrados en la interaccion con los diferentes blancos celulares como:
proteinas, péptidos, DNA, RNA y pequefios ligandos moleculares (122, 123), para lo cual la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) constituye una de las metodologias analiticas méas
poderosas en la actualidad para el estudio de la estructura, la funcién y la dindmica de
moléculas en solucién (125, 126). A la fecha hay alrededor de 10980 estructuras derivadas
de proteinas elucidadas por RMN que han sido depositadas en el banco de datos de proteinas
(PDB) del inglés “protein data bank” (127).

2.5.2. Fundamento de la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

El fundamento de la RMN radica principalmente en la interaccién de la radiacion
electromagnética con ndcleos atdmicos en presencia de un campo magnético. La mayoria de
los nlcleos atdbmicos poseen espin, el cual es una propiedad de las particulas que componen
los atomos (128) y se da principalmente en los atomos como: tH, 3C, ®N, 1°F, 3!P entre
otros, con nucleos magnéticamente activos y que poseen un numero impar de protones,

neutrones o de ambos.
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Al momento de someter atomos con espin nuclear a un campo magnético externo, el nicleo
se comporta como un pequefio imén y tiende a orientarse, preferentemente, a favor del campo
magnético. Si se aplica energia que obligue a los nucleos a invertir el sentido de su
orientacion con respecto al campo magnético, se dice que el sistema esta en resonancia. A
este fendmeno de excitacion de los espines nucleares se le conoce como resonancia
magnética nuclear. La energia aplicada, AE, corresponde a la radiacion electromagnética de

la region de las radiofrecuencias, la cual se rige por la relacion:

AE=hvyBo/2n

donde, h es la constante de Planck, y es la relacion giromagnética y Bo el campo magnético

aplicado.

La técnica de resonancia magnética nuclear basada en las propiedades nucleares del &tomo
de hidroégeno principalmente, permiten determinar cual es la localizacién de éste, con lo cual
se puede construir un modelo tridimensional de la molécula y con esta informacién es posible
obtener la correlacion de dicha estructura con su actividad inmunoldgica. Esta ultima se
puede obtener de ensayos como por ejemplo inmunizaciones en modelos animales con la
molécula de interés y la evaluacién de la produccion de anticuerpos y generacién de
proteccion contra el reto experimental, y de tal manera obtener informacion acerca del su
potencial como candidatos a ser componente inmunogénico en vacunas sintéticas con el fin

de prevenir enfermedades (129).

2.5.3. Experimentos y Espectros

Cuando se obtiene un espectro de RMN de un péptido o una proteina, las sefiales se
ensanchan debhido al movimiento lento de estas moléculas en el medio acuoso. Mientras mas
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rapido sea el movimiento molecular en el solvente, las sefiales son mas finas. Este
ensanchamiento de las sefiales junto con el traslape entre ellas provocan que los espectros
unidimensionales (1D) de un peéptido (Figura 16) o una proteina sean imposibles de

interpretar.

La representacion gréfica de un espectro unidimensional es una representacion en dos
dimensiones (en el eje de las abscisas: el desplazamiento quimico y en el eje de las
ordenadas: la intensidad), como se muestra en la figura 16 para el péptido 38136 de la
proteina CelTOS, en el cual se sefialan las regiones caracteristicas de acuerdo a los valores
de desplazamiento quimico de las sefiales de RMN de H (122).

H oHs
. CH 2
aromaticos

NH HGo

amida

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 opor

Figura 16. Espectro 1D (600 MHz, tiempo de mezcla, 295 K) del péptido 38136 de la proteina CelTOS.

Las regiones caracteristicas de los desplazamientos quimicos de los H de los amino4cidos estan indicadas.

Para lograr determinar la estructura tridimensional de péptidos o proteinas con un peso
molecular de hasta 15 kDa son suficientes los métodos de RMN homonucleares y
experimentos bidimensionales (2D-RMN). Con estos experimentos es posible determinar
qué nucleos dentro de una molécula se encuentran acoplados entre si. Este conocimiento
permite determinar el nimero de protones que se encuentran a dos o tres enlaces de o de

menos de 4.5 A de distancia.
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Los experimentos en dos dimensiones se pueden clasificar en homonucleares y

heteronucleares, para este trabajo como se dijo anteriormente la determinacién de la

estructura 3D de un péptido se requiere de experimentos homonucleares que involucran H

(como son: COSY, TOCSY y NOESY entre otros, los cuales seran definidos mas adelante).

Para lograr identificar las diferentes sefiales detectadas en dichos experimentos de RMN, se

tienen en cuenta valores de referencia para los desplazamientos quimicos de acuerdo a un

estudio previo (130) en el cual una asignacion completa se realiz6 para el residuo X

modificado con cada uno de los 20 aminoacidos presentes en las proteinas en el tetrapéptido

GGXA utilizando espectros 1D y 2D, las asignaciones son presentados en la tabla 3, que

sirven de base para la asignacion total de todos los aminoacidos de un péptido.

Tabla 3. Desplazamiento quimico de RMN de 'H para el residuo X en el péptido GGXA a pH 7.0y 35° C para

cada uno de los 20 residuos de amino acido comunes. Tomado de (130).

Residue NH aH BH Others
Gly 8.39 3.97
Ala 8.25 4.35 1.39
Val 8.44 4.18 2.13 YCHg 0.97, 0.94
Ile 8.19 4.23 1.90 YCHp 1.48, 1.19
yCH3 0.95
BCHy 0.89
Leu 8.42 4.38 1.65,1.65 YH  1.64
8CH3 0.94, 0.90
Pro® 4.44 2.28,2.02 YCHy 2.03, 2.03
BCH, 3.68, 3.65
Ser 8.38 4.50 3.88,3.88
Thr 8.24 4.35 4.22 YCH5 1.23
Asp 8.41 4.76 2.84,2.75 -
Glu 8.37 4.29 2.09,1.97 yCHy 2.31,2.28
Lys 8.41 4.36 1.85,1.76 JCHy 145,145
oCHy 1.70, .70
£CH, 3-02, 3.02
E€NHz 7.52
Arg 8.27 4.38 1.89,1.79 yCH, 1.70, 1.70
5L‘H2 3.32, 3.32
NH 7.17, 6.62
Asn 8.75 4.75 2.83,2.75 YNHg 7.59, 6.91
Gln 8.41 4.37 2.13,2.01 yCHy 2.38, 2.38
BNH, 6.87, 7.59
Met 8.42 4.52 2.15,2.01 YCHy 2.64, 2.64
£CH3 2.13
Cys 8.31 4.69 3.28,2.96
Trp 8.09 4.70 3.32,3.19 2H 724
4H 7.65
SH 7.17
6H 7.24
TH 7.50
NH 1022
Phe 823  4.66 3.22,2.99 2,6H 7.30
3,0H 7.39
4H 7.34
Tyr 8.18 4.60 3.13,2.92 2,6H 7.1
3,5H 6.86
His 8.41 4.63 3.26,3.20 2H 812
4H 7.14

Los espectros en 2D (como el COSY, TOCSY y NOESY) deberian ser una representacion

en tres dimensiones; sin embargo, los espectros se grafican en dos dimensiones como
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diagramas de contornos para que la representacion sea de dos dimensiones solamente y se
facilite su interpretacion, como se muestra en la figura 17. Estos espectros bidimensionales
de correlacion homonuclear tienen regiones caracteristicas de identificacion del sistema de
espin de los aminoacidos de acuerdo a la secuencia del péptido, donde se resaltan las sefiales
que aparecen a las mismas frecuencias en ambas dimensiones, denominadas sefiales de la
diagonal, las sefiales fuera de la diagonal, también llamadas picos de cruce, indican que existe
interaccion, o correlacion entre los ndcleos como las regiones de huella digital o NH-Na,
region de sefiales de los aminoacidos aromaticos y las regiones NH-HaByd, Ha-pyd y NH-
HN (Figura 17).

Regiones principales de un Espectro Bidimensional
del péptido 38136 (proteina CelTOS)

NH-Hapyo

10 4 NH-HN

114

0 -1 ppm

Figura 17. Espectro *H-'H TOCSY del péptido 38136. Las regiones caracteristicas NH-Ho o huella digital,

NH-Hapyd, Ha-Byd, region de aminoacidos aromaticos y NH-NH son resaltadas por recuadros.

El primer paso para la obtencion de las estructuras tridimensionales de péptidos, consiste en
la asignacion de todos los protones de los aminoacidos que conforman la cadena peptidica.
Para ello se utilizan estrategias bien establecidas encaminadas a la identificacion y asignacion
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de resonancias de todos los hidrogenos. Se basan fundamentalmente en asignaciones a partir
de los efectos en inglés “Nuclear Overhauser Effect” (NOE) (122), los cuales son el
parametro de RMN que proporciona una mayor y mas segura informacion acerca de las
estructuras adoptadas por un péptido, pues se deben a la transferencia de la magnetizacion
entre nacleos proximos en el espacio, una transferencia que tiene lugar por acoplamiento
dipolar directo entre espines nucleares que proporciona informacion acerca de las distancias

entre los protones del péptido (131).

Existen diferentes experimentos necesarios para la elucidacion estructural de un péptido o
molécula, uno de ellos es el experimento “COrrelationSpectroscopY” (COSY) que indica la
correlacion entre dos protones que se encuentran acoplados escalarmente entre ellos, es decir
que se hallan a dos o tres enlaces. El acoplamiento escalar se representa como la influencia
que ejerce un ndcleo activo en RMN sobre otro activo. Al tener dos nucleos acoplados, uno
de ellos siente a través de los enlaces quimicos un incremento o decremento del campo
magnético debido al espin a favor o en contra del nucleo vecino. Este fendmeno produce que
las sefiales de RMN sean mas complejas de lo que aparentemente se esperarian. Los
espectros bidimensionales de correlacion homonuclear, como el COSY (Figura 18), son
simétricos con respecto a la diagonal las cuales corresponden a las sefiales del espectro

unidimensional.
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Espectro COSY - REGION NH-Ha
péptido 38136 (proteina CelTOS)
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Figura 18. Espectro COSY del péptido 38136 de la proteina CelTOS (Espectrometro DRX 600 MHz, 295 K).

Asignacion de la region NH-Ha o huella digital y su secuencia.

En un experimento COSY como aparecen sefiales de correlacion entre protones acoplados
escalarmente, entonces se pueden identificar las sefiales NH-Ha (huella digital), Ho-Hp, etc
de un mismo residuo (ya que el acoplamiento escalar se interrumpe en el grupo carbonilo del

enlace péptidico) (Figura 18).

Existe otro experimento en dos dimensiones llamado “Total Correlation SpectroscopY”
(TOCSY) que muestra la correlacion de todos los nucleos (Figuras 19 y 20). La
determinacion de todos los nucleos que se acoplan entre ellos mismos es una funcién muy
importante en la determinacion de estructuras proteicas. Al conjunto de estos nucleos se le
Ilama un sistema de espin. En un péptido, al menos hay tantos sistemas de espin como el

numero de aminoacidos. EI nimero de sistemas de espin puede ser mayor, ya que en los
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aminoéacidos aromaticos los protones de los anillos no se acoplan escalarmente a los protones

alifaticos.

En el experimento TOCSY la magnetizacion fluye a lo largo de toda la red de acoplamientos
y se obtienen sefiales de correlacion entre todas las frecuencias de los espines que pertenecen
a una misma red de acoplamientos (mismo sistema de espin), todas las correlaciones de los
protones NH amidicos para el péptido 38136 de la proteina CelTOS se observan en la figura
19. En este punto el sistema de espin de algunos amino&cidos queda identificado pero no es
posible distinguir atn residuos con el mismo sistema de espin ni aminoacidos repetidos en la

secuencia.

Para completar la asignacién, se utiliza un experimento llamado “Nuclear Overhauser
Enhancement SpectroscopY” (NOESY) el cual genera sefiales fuera de la diagonal cuando
los nucleos se encuentran proximos, a no mas de 5 Angstroms de distancia estén o no
acoplados escalarmente. En el experimento NOESY la informacion de interés para la
asignacion proviene de las conectividades NOE observadas entre los protones que se
encuentran contiguos, Ilamada asignacion secuencial y la determinacion de NOEs a media y

larga distancia que definiran la estructura (Figuras 21y 22).
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Espectro TOCSY - REGION NH- Hapyo
péptido 38136 (proteina CelTOS)
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Figura 19. Espectro TOCSY del péptido 38136 de la proteina CelTOS (Espectrometro DRX 600 MHz, 295

K). Asignacién de la regién NH-Ha.,B,y,8 y su secuencia.
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Espectro TOCSY - REGION Ha-Hpyd
péptido 38136 (proteina CelTOS)
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Figura 20. Espectro TOCSY del péptido 38136 de la proteina CelTOS (Espectrometro DRX 600 MHz, 295

K). Asignacion del sistema de espin de los aminoacidos del péptido, region Ha-Hp, v, 8 y su secuencia.
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Espectro NOESY - REGION NH-Hapyd
péptido 38136 (proteina CelTOS)
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Figura 21. Espectro NOESY del péptido 38136 de la proteina CelTOS (Espectrometro DRX 600 MHz, 295
K). Asignacion de la regién NH-Ha.,B,y,8. Protones de los aminoécidos en verde para sefiales de secuencia y en

rojo conectividades de media y larga distancia.
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Espectro NOESY - REGION Ha-Hpyo
péptido 38136 (proteina CelTOS)
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Figura 22. Espectro NOESY del péptido 38136 de la proteina CelTOS (Espectrometro DRX 600 MHz, 295

K). Asignacion de la region de correlacion Ha-,y,8 y su secuencia. Protones de los aminoacidos en rojo para

conectividades de media distancia.
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Para llevar a cabo las asignaciones de NOEs secuenciales, se inicia con los sistemas de espin
de los residuos previamente identificados mediante los espectros TOCSY vy la determinacién
secuencial ordenada; esta conectividad secuencial resulta de la interaccién dipolar, a través
del espacio, entre los protones amidicos de la cadena principal HN de un residuo (i) con su
homdlogo del residuo siguiente HN (i+1) asi como el proton amidico HN (i+1) de la cadena
principal con los protones Ho, HB, Hy, H3 del residuo anterior (i) (Figura 21), una vez
realizada esta tarea se concluye la asignacion completa de la mayor cantidad posible de
sefiales de cruce contenidos en el espectro NOESY . Para la determinacion de NOEs de media
distancia, aquellas interacciones NOE que se observan entre los protones, tanto de cadena
principal como de la cadena lateral, de los aminoacidos que se hallan entre un segmento de
cuatro residuos consecutivos son determinadas como se muestra en las figuras 21 y 22.
Mientras, las correlaciones a larga distancia son aquellas que se originan mediante el
acoplamiento dipolar entre los protones de residuos que se encuentran al menos de cinco
posiciones de aminoacidos separados entre la secuencia. En la figura 23 se muestra un
resumen del asignacion de acuerdo al espectro bidimensional realizado donde se destacan los

acoplamientos intra- e inter-residuales.

Asignacion del espectro
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|
— N+~—C—C—N—C—C —

|
| | I \l | Il
|
He H O H H o©

o
v
v

Residuo i Residuo i+1
Acoplamiento Intra-residual (COSY y TOCSY)
<> Acoplamiento Inter-residual (NOESY)

Figura 23. Representacion de correlaciones NOE a media y larga distancia. En flechas amarillas la interaccion
intra-residual observada en los espectros COSY y TOCSY vy en flechas azules la interaccion inter-residual

observada en el espectro NOESY.
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Asi, se logra determinar protones que se encuentran alejados en la secuencia de los
aminoacidos, pero cercanos debido a la estructura tridimensional que se presenta en la

proteina o en el péptido.

La observacion de ciertas sefiales NOEs en el espectro NOESY puede ser usada para inferir
la presencia de regiones estructuradas. Los NOEs que dan informacion sobre la conformacion
son aquellos que normalmente no aparecen como sefiales entre aminoacidos vecinos
(secuenciales), en un péptido normal. Las sefiales secuenciales presentes en el espectro
NOESY para todos los péptidos o proteinas en estudio deben incluir conectividades de tipo:
don (i, i+1) y dan (i, i+1), dn (i, i+1), dnn. Conectividades més débiles pero importantes, son
las observadas entre dnn(i,i+1), dep (i,i+3),dan (i,i+3), den (i,i+4) cuya presencia de unas u
otras son rasgos caracteristicos de la formacion de estructuras secundaria (122) (Figuras 21
y 22) y la ausencia de las conectividades NOE conllevaria a una conformacion al azar o
“random coil”. El patrdn de conectividades esperado para la geometria estandar de las
principales estructuras secundarias se rige de acuerdo a la Figura 24 donde se puede realizar
la correspondiente clasificacion al nivel de estructura secundaria de acuerdo a la presencia o

ausencia de éstas.

o-Helix 3, Helix Turnl | Turnll | Turnl' | TurnIl

dq.N ‘I., /04)
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dNN(j! 1*2)
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dan T I

Figura 24. Patrén de conectividades NOEs esperado para las estructuras: hélice a, hélice 310, giros B tipo I, 11,

I”y II". La intensidad de las sefiales clasifican a los NOEs en: débiles, medios y fuertes. Tomado de (132).
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2.5.4. Coeficientes de temperatura (A¥AT)

El desplazamiento quimico de los protones NH amidicos dependen de la temperatura. La

variacion de este desplazamiento con la temperatura es denominado coeficiente de

temperatura, el cual suministra informacion acerca de la interaccion del proton amidico con

las moléculas aceptoras del enlace de hidrégeno del disolvente. Un coeficiente cercano a 0

indica que el grupo NH amidico se encuentra protegido del disolvente, lo que indica que este

proton estd involucrado en un puente de H intramolecular. ElI desplazamiento quimico

depende de la inversa a la tercera potencia de la distancia entre el proton amida y el &tomo
aceptor en el enlace de hidrégeno-ASHN/AT(*10%)(122) (Figura 25).

8,150

8,100
8,050
8(ppm) 8,000
7,950
7,900

7,850

285

295

305 315

T(K)

Figura 25. Coeficiente de temperatura: —~ASNH/AT*103(ppm/K)

2.6. Calculo de la Estructura Molecular

Con el fin de evidenciar la estructura tridimensional de moléculas relevantes a nivel quimico,

biologico e inmunoldgico, el calculo de la estructura molecular constituye una estrategia
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importante para este objetivo. Existen varias herramientas de calculo para determinar la
estructura tridimensional de péptidos y proteinas a partir de datos de RMN, para esto es
necesario identificar en el espectro NOESY tantas restricciones de distancia como sea
posible, limitando asi el espacio conformacional de la cadena peptidica y definiendo
apropiadamente la conformacion en solucion. Para iniciar un célculo molecular se parte de
conocer Y asignar todo el espectro NOESY y de alli extractar los NOEs correspondientes a
cada interaccion. Para obtener la intensidad de las sefiales en el espectro NOESY se usa la
representacion en graficos de contorno y la evaluacion de la intensidad de acuerdo al nimero

de contornos de cada sefial de correlacién o “crossspeak”.

Se pueden utilizar plantillas con cada uno de los sistemas de spin de cada amino &cido que
se confrontan con la intensidad de la sefial y que dependeran luego de crear el modelo con
programas como el INSIGHT Il (2000) (Accelrys Software Inc., USA), aplicar restricciones
en las distancias hidrégeno - hidrégeno o en inglés “constrains” (Tabla 4), mediante un
algoritmo basado en geometria de distancias llamado en inglés “Distance Geometry I1”
(DGII)(133) el cual crea una matriz de distancias interatdbmicas vy calcula modelos
consistente con las restricciones de distancia utilizada. Este algoritmo hace entonces la
transformacion de las distancias espaciales a coordenadas cartesianas que describen la
estructura tridimensional de la molécula. Esta es descrita como un grupo de vectores Xi que
dan la posicion de cada atomo y la matriz métrica se fundamenta en los productos escalares

de estos vectores: gij = Xi-X]j (133).

Tabla 4. Archivo de salida de restricciones atdmicas provenientes del espectro NOESY del péptido 38136 para
el calculo de estructura. La tabla indica un fragmento de la posicion interatdmica entre atomos de H
involucrados y su clasificacion de acuerdo a la intensidad del NOE en rangos de distancia: 1.8 a 2.7 A sefiales

intensas en el espectro, de 2.8 a 3.4 sefiales de intensidad media y 3.5 a 5.0 para sefiales débiles.
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!BIOSYM restraint 1 pep38136

]

#remote prochiral center

1:LEU_17:HD1* 1:LEU_17:HD2* 1:LEU_17:CD1 1:LEU_17:CD2 1:LEU_17:CG

]

#NOE_distance

1:VAL 2:HN 1:VAL 2:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:HIS 3:HN 1:HIS 3:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:THR_4:HN 1:THR_4:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:PHE_5:HN 1:PHE_5:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:ARG_6:HN 1:ARG_6:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:GLY_7:HN 1:GLY_7:HA* 1.800 3.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:ILE_8:HN 1:ILE_8:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:ASN_ 9:HN 1:ASN_9:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:GLY_10:HN 1:GLY_10:HA* 1.800 3.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:HIS_11:HN 1:HIS_11:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:ASN 12:HN 1:ASN_12:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:SER_13:HN 1:SER_13:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:SER_14:HN 1:SER_14:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:SER_15:HN 1:SER_15:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:SER_16:HN 1:SER_16:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:LEU_17:HN 1:LEU_17:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:VAL 2:HN 1:VAL 2:HB 2.800 3.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:VAL 2:HN 1:VAL 2:HG* 1.800 5.200 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:VAL 2:HB 1:VAL 2:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:VAL 2:HG* 1:VAL 2:HA 2.800 5.900 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:HIS 3:HN 1:HIS 3:HBS 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:HIS 3:HN 1:HIS_3:HBR 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:HIS_3:HBS 1:HIS_3:HD2 2.800 4.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:HIS 3:HBR 1:HIS 3:HD2 2.800 4.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:THR 4:HN 1:THR 4:HB 2.800 3.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:THR_4:HN 1:THR_4:HG2* 1.800 3.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:THR_4:HB 1:THR_4:HA 1.800 2.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:THR 4:HG2* 1:THR _4:HA 1.800 3.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:PHE 5:HD* 1:PHE 5:HA 2.800 5.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:PHE 5:HD* 1:PHE 5:HE* 2.800 7.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:ARG_6:HN 1:ARG_6:HB* 2.800 4.500 3.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !medium:
1:ARG_6:HN 1:ARG 6:HG* 1.800 3.800 2.800 30.00 30.00 1000.000 0.00 !strong:
1:ARG 6:HN 1:ARG 6:HD* 3.500 6.500 5.500 30.00 30.00 1000.000 0.00 !weak:

Generalmente, luego se siguen protocolos de refinamiento de estos ultimos modelos
obtenidos como el SA o “Simulated Annealing” que corresponde a un proceso de simulacién
de desorden restringido mediante el cual se fuerzan a los &tomos de la molécula a que ocupen
posiciones posibles en el espacio generando energia necesaria para que salten barreras
energéticas, esta Ultima conocida como dinamica molecular restringida permitiendo
aumentar la energia cinética del sistema (temperatura) para luego bajar ésta lentamente. Este
proceso se puede realizar con el programa DISCOVER el cual debe repetirse las veces que
sea necesario hasta lograr la mayor consistencia con las restricciones obtenidas
experimentalmente por RMN. El célculo esta bajo la influencia de un campo de fuerzas de
valencia consistente del inglés “Consistent-Valence Force Field” (CVFF) que aplica

diferentes términos de energia potencial (134).
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También existe protocolos de minimizacion de energia en condiciones restringidas, el cual
utiliza este mismo campo de fuerzas pero bajando la energia de las moléculas u optimizando
la hasta llegar a estructuras estables permitidas. Entre los algoritmos que trabajan este tipo
de minimizaciones estan: “Steepest Descendent” y gradiente conjugado que se encuentran

implementados también en el programa DISCOVER.

El calculo estructural genera entre 50 y 100 estructuras las cuales deben ser evaluadas de
acuerdo a su energia y a los rasgos estructurales obtenidos en los experimentos
bidimensionales, se escoge la molécula consenso (méas baja energia) de la cual se parte para
realizar la superposicion de las estructuras. De este proceso resulta una familia de
conformeros que confluyen si los datos son suficientes para establecer un plegamiento

concluyente.

Existe diversidad de programas computacionales, de los cuales CYANA (135) o XPLOR-
NIH (136), tienen en cuenta estas restricciones obtenidas a partir de RMN, asi como la
longitud de los enlaces y angulos permitidos. Estos programas convierten dichas
restricciones experimentales y las propiedades de los enlaces en términos energéticos, y

minimizan la energia de la molécula.

El célculo de estructura es un proceso bastante complejo en el que principalmente la
velocidad de los resultados depende del uso del computador/servidor pues involucra célculos
bastante largos hasta generar el modelo. El tiempo aproximado es particular para cada

molécula.

Uno de los aspectos méas importantes en la elucidacion estructural es poder conocer la
representacion de superficies macromoleculares, asi como el analisis de las interacciones
entre proteina-ligando y proteina-proteina. Se han desarrollado métodos para la

representacion paramétrica por computador de estas superficies para caracterizarlas y
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visualizar la estructura y otras propiedades importantes en la interaccion de proteinas. Con el
uso del moédulo “docking” del paquete computacional de Accelrys que predicen las
conformaciones de union de un ligando pequefio y flexible a una macromolécula blanco no
flexible de estructura conocida, es posible dilucidar como las dos moléculas se reconocen e
interactlan una con otra y como es esta interaccion y qué la determina, dando herramientas
para el conocimiento de posibles principios en la actividad inmunolégica o bioldgica que

éstas moléculas cumplen.
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3. HIPOTESIS

Péptidos sintéticos derivados de las proteinas nativas CelTOS, TRSP, STARP y SERA 5 del
P. falciparum son modificados y evaluados como candidatos para una vacuna antimalarica
en monos Aotus. La respuesta inmune inducida por ellos obedece a caracteristicas
dependientes de su conformacidn estructural, de las moléculas del propio hospedero y de su

interaccion.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura tridimensional de péptidos nativos y modificados provenientes de
las proteinas STARP, CelTOS, TRSP y SERA 5 de P. falciparum, evaluar sus propiedades
estereoquimicas e inmunogénicas, establecer la posible relacion entre sus caracteristicas
estructurales y su funcion inmunoldgica y proveer bases conceptuales y metodologicas para

el disefio de vacunas sintéticas basadas en subunidades proteicas.

4.1. Objetivos Especificos

4.1.1. Determinar la estructura tridimensional de péptidos
modificados derivados de nativos con alta capacidad de unién a
células blanco de las proteinas: STARP, CelTOS, TRSP y SERA
5.

4.1.2. Obtener modelos de estructura tridimensional,
derivados de los datos de Resonancia Magnética Nuclear de H,
de los péptidos que hayan evidenciado elementos de estructura
secundaria 'y determinar conformacionalmente, rasgos

caracteristicos de los mismos.

4.1.3. Evaluar la inmunogenicidad de los fragmentos peptidicos

nativos y modificados importantes en ensayos in vivo.

4.1.4. Establecer si hay correlaciones, entre los rasgos

estructurales de los péptidos y su actividad inmunoldgica.

4.1.5. Establecer herramientas basadas en  principios
estereoquimicos que mejoren el entendimiento de la
respuesta inmune en mono Aotus inmunizados con

péptidos provenientes de P. falciparum.
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