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RESUMEN

Teniendo en cuenta el alto grado de conservacion genética de los residuos criticos
de la estructura primaria del péptido 4044 (*KNESKYSNTFINNAYNMSIR®)
identificado como crucial en el antigeno MSP-2 para que el Plasmodium falci-
parum pueda unirse con alta capacidad especifica a glébulos rojos y causar malaria,
se disefiaron y sintetizaron dos secuencias en formas monomérica y polimérica de
péptido-miméticos denominados pseudopéptidos amida reducida en las cuales se
sustituy6 un enlace peptidico normal por su iséstero Y[CH,-NH] entre los residuos
fenilalanina-isoleucina y entre los residuos isoleucina-asparagina, para dar lugar a los
pseudopéptidos codificados W-128 forma monomérica (Y-129 forma polimérica) y
Y-130 forma monomérica (Y-131 forma polimérica). Con estos péptido-miméticos
se generaron anticuerpos monoclonales de isotipo IgM. Mediante experimentos
controlados de inmunizacién iz vitro se indujo el cambio isotipo de los clones reac-
tivos a las subclases IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. Estas inmunoglobulinas se ensa-
yaron por su actividad funcional antimaldrica iz vivo mostrando una alta eficacia en

el control de la infeccién por malaria al ser administradas por transferencia pasiva.

67



Lesmes, Gallego, Carrefio, Hoebecke y Lozano

68

El efecto neutralizador del desarrollo biol6gico del patdgeno por parte de estos anti-
cuerpos inducidos de manera sitio-dirigida los hacen potencialmente utiles, como

una potencial herramienta para el control de la infeccién por malaria.

Palabras clave: péptido-mimético, anticuerpo, inmunizacién pasiva, candidato a

vacuna.

SUMMARY

Functional activity of antibodies induced by peptido-mimetics
derived from the Plasmodium MSP-2 antigen, as potential
immuno-therapeutic agents in rodent malaria induced by P
berghei and P, yoelii strains

Bearing in mind the high degree of genetical conservation of critical binding
residues from the primary structure of the peptide 4044 (*KNESKYSNT-
FINNAYNMSIR®), which was previously identified as being crucial for the
MSP-2 antigen to lead Plasmodium falciparum to bind red blood cells with high
specific capacity, and so causing malaria, two peptido-mimetics so-named reduced
amide pseudopeptides, in which a nature-made amide bond was replaced with a
Y[CH,-NH] methylene amide isoster bond, one between the Phe-Ile aminoacid
pair and the second between Ile-Asn, were designed and synthesized in a site-di-
rected manner as monomer and polymer forms, and were coded as W-128 for the
monomer (Y-129 polymer) and y-130 for the monomer (Y-131 for polymer)
respectively. These peptido-mimetics were used to produce monoclonal antibodies
which displayed in both cases IgM isotype. By controlled iz vitro immunization
experiments their parent reactive hybridomas were induced to a Igisotype-switching
to IgGl, IgG2a, IgG2b and IgG3 sub-classes. These immunoglobulins were tested
for their iz vivo functional activity against malaria, showing a high efficacy property
for controlling the malaria infection when passively transferred into BALB/c mice.
The neutralizing effect of these site-directed designed antibodies on the Plasmodium

biological development, make them a potential tool for the control of malaria.

Key words: peptido-mimetic, antibody, passive immunization, vaccine candidate.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad infecciosa transmitida por la hembra del mosquito Azo-
pheles, vector de transmision de la enfermedad y causada por parésitos del genero Plas-
modium entre ellos, P falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi descrito
recientemente (1). El impacto econdémico y sociodemografico de esta enfermedad hace
que haya sido catalogada como una prioridad para su erradicacién segun los objetivos
del milenio planteados por la Organizacién Mundial de la Salud (oms). La morbilidad
anual por malaria estd entre 300 y 500 millones de casos clinicos y su indice de morta-
lidad es de aproximadamente 3 millones de decesos (2). Esta enfermedad afecta prin-
cipalmente a nifos menores de cinco afios y a mujeres embarazadas, principalmente
de paises deprimidos econédmicamente ubicados en las regiones tropicales y subtro-
picales del mundo, donde habita una poblacién alrededor de 2 billones de personas
en regiones endémicas para esta enfermedad, lo que representa que aproximadamente
entre el 21% y el 40% de la poblacién del mundo esté en riesgo de adquirir malaria (3).
La malaria contintia siendo uno de los flagelos de la humanidad pese a las medidas de
salud publica establecidas para las zonas de riesgo, tales como el uso de mosquiteros y
toldillos impregnados con insecticidas, la desecacion de pozos y charcos, asi como a
otros factores como el incremento en la resistencia del vector transmisor (hembra del
mosquito Anopheles) a los insecticidas, junto a los fendmenos globales que han permi-
tido la expansién gradual de cepas del pardsito resistentes a los antibi6ticos y firmacos
antimalaricos. Los fendmenos climéticos de reciente data, como el calentamiento glo-
bal, afectan drésticamente la distribucién global de la enfermedad haciendo que ésta
llegue a lugares del mundo donde ya habia sido controlada o nunca antes habia llegado

(4,5).

El impacto socioecondmico de esta enfermedad ha provocado un sensible detrimento
en el crecimiento econémico como consecuencia de numerosos factores sobre la salud
y la sociedad, como los efectos sobre la fertilidad, el decrecimiento de la poblacién,
la disminucién del ahorro vy la inversion, la baja en la productividad del trabajador, el
ausentismo laboral y escolar, la mortalidad prematura y el incremento en los costos

médicos (6).

Colombia es uno de los paises de América que presenta alta incidencia en malaria. En
la dltima semana epidemioldgica del 2010, se notificaron al sistema de vigilancia en
salud publica (s1viGiLa) del Instituto Nacional de Salud, un total de 104.598 casos;
de los cuales, 1.346 fueron causados por malaria mixta (1,29%), 29.844 por P, falcipa-
rum (28,60%), 50 por P malarie (0,004%), 73.122 por P, vivax (70,07%), 596 casos de
malaria complicada y 23 muertes; las dreas de mayor riesgo incluyen la rivera baja del
rio Cauca, la costa pacifica, la rivera alta del rio Sint y el Uraba (7).
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Por todo lo anterior, es urgente la busqueda de nuevas soluciones de tipo terapéutico e
inmunoprofilictico para esta enfermedad, por lo que el desarrollo de una vacuna alta-
mente eficaz asi como el desarrollo de nuevas estrategias inmunoterapéuticas contra la
malaria deberén ser prioritarios. La investigacion en estos campos de la biomedicina ha
tomado como blancos moleculares estratégicos diversas proteinas de superficie de los
estadios asexuales sanguineos del Plasmodium falciparum, entre éstas se encuentra el
antigeno de superficie del merozoito MSA-2, también conocida como MPA-2 (8). Este
antigeno de superficie de aproximadamente 30 kDa (9) a 45kDa (10) estd constituido
por dos regiones genéticamente conservadas, una en el extremo carboxilo y la otraen el
extremo amino, una regién variable y dos regiones semiconservadas en la region central

(11).

El andlisis bioinformdtico, al emplear la secuencia de este antigeno presente en diferen-
tes especies de Plasmodium y la reproduccion sintética de la secuencia completa de la
MSA-2, permitié identificar péptidos con alta capacidad de unién especifica a glébulos
rojos. Por esto, estos péptidos se han denominado como HABP (del inglés high activity
binding peptides); entre ellos se identificd la secuencia de aminodcidos del residuo 21 al
40 del antigeno, cuyo producto sintético se codificd como 4044 (8). Este péptido posee
un motivo constituido por residuos criticos para su unién a glébulos rojos. Basados
en esta informacion, se decidié mantener la secuencia de este antigeno intacta, pero si
realizar la sustituciéon puntual de dos enlaces peptidicos clave para la unién del péptido,
para asi generar dos péptido-miméticos del tipo amida reducida en forma de moné-
mero y polimero, respectivamente. Asi, se sintetizaron estas dos nuevas secuencias en
las cuales se sustituyeron los enlaces peptidicos con el propésito de evaluar posibles
cambios en la estructura global del péptido modificado y asi sus propiedades inmuno-
l6gicas frente a las ofrecidas por el péptido nativo 4044. En este estudio presentamos
el uso de cuatro pseudopéptidos derivados del péptido 4044, a los cuales se les incluyd
en cada caso, un enlace amida reducida en reemplazo de un enlace peptidico normal de
tipo amida y se evalud su papel frente a una infeccién por malaria 77 vitro e in vivo en
un modelo de roedores. Estos andlogos se codificaron como Y-128 (modificado entre
los residuos *Phe-1le*!) y y-130 (modificado entre los residuos *'Ile-Asn*), cada uno
contiene un enlace peptidico isostérico W[CH,-NH] amida reducida. Estos andlogos
en sus formas poliméricas se emplearon como inmunégenos que eficientemente indu-
jeron clones de linfocitos B secretores de anticuerpos. Estos clones se inmortalizaron
para obtener asi dos clones de anticuerpos monoclonales secretores de inmunoglobuli-
nas de isotipo definido. Estos anticuerpos mostraron propiedades neutralizadoras de la
infeccion por malaria iz vivo protegiendo a los animales desafiados experimentalmente
con dosis letales de Plasmodium berghei 'y Plasmodium yoelii.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis bioinformatico

Se realizé un andlisis bioinformatico con las secuencias disponibles en plasmo DB
(hetp://plasmodb.org/plasmo) para la proteina MSP-2 de P, falciparum PFB0300c y su
secuencia ort6loga en P, berghei PBANKA_124700. Debido a que la proteina MSP-2
atin no presenta ortdloga reportada en P, yoelis, se realizé un andlisis blast de proteinas
(brtp://blast.ncbi.nlm.nib.gov/Blast.cgi) con la secuencia del péptido 4044 contra todas
las proteinas reportadas de P yoelli, encontrandose cierta homologia con la proteina
hipotética PY05325. Ademads, por este mismo método se encontrd un importante por-
centaje de identidad con una proteina hipotética de P berghei PB000459.00.0 Poste-
riormente, con estas cuatro secuencias se realizé un alineamiento multiple a través del
servidor Clustal W (bttp://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/align_clustalw.pl). Finalmente, se
ejecutd andlisis de conservacion de secuencias mediante el software JALVIEW version
2.5.1y se calculé el porcentaje de identidad con el programa Bioedit sequence alignment
editor versién 7.0.5.3. En la figura 1 se ilustra la comparacién de estas secuencias y su
grado de semejanza, similitud e identidad, tal y como se discutird mds adelante.

Disefio experimental para la obtencién de modificaciones sitio-dirigidas en la

secuencia del antigeno nativo 4044

Para este disenio se partié del anélisis de los motivos de unién presentes en el antigeno
nativo codificado como 4044 (*KNESKYSNTFINNAYNMSIR®) derivado de la
proteina MSP-2. Como puede observarse, existen en este antigeno tres motivos de
union a glébulos rojos, todos ellos subrayados en la secuencia, dos de ellos ubicados
hacia el extremo amino de la secuencia y uno ubicado en el centro de ésta. Este tltimo
se selecciond para el disefio de las dos modificaciones debido a su potencial papel como
antigeno B, potencial inductor de una respuesta inmune de tipo humoral mediada por
estimulacién de anticuerpos especificos. Por tal motivo, se tomé la secuencia **FIN3*
como blanco del disefio para modificar los enlaces entre los residuos **Phe-Ile*! para dar
lugar al pseudopéptido W-128 y su forma polimérica Y-129 y entre los residuos *'Ile-
Asn* para generar el pseudopéptido Y-130 y su forma polimérica W-131, tal como se
describe en la figura 2.

Sintesis de péptido-miméticos del tipo amida reducida Y[CH,-NH]

La sintesis de pseudopéptidos involucra sintesis organicas alternas, como lo es la reduc-
cién a aminoaldehido del aminoédcido comprometido en el enlace modificado de la
secuencia peptidica; la reduccién de cada uno de los aminoacidos modificados usados en
este trabajo, se realizé siguiendo el procedimiento propuesto por Fehrentzy Castro (12).
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El procedimiento estindar para la reduccién del grupo carbonilo del aminoacido
involucra la sintesis de un intermediario (carboxamida), seguido de la reduccién con
LiAIH, sobre éter seco. Este proceso tiene un rendimiento global cercano al 80% para la
mayorfa de los aminodcidos; a pesar de ser una sintesis bastante limpia y la cual presenta
un bajo porcentaje de reacciones colaterales, es necesaria una caracterizacién tanto del
aminodcido como de la carboxamida y del producto final. Nosotros empleamos para
la caracterizacién de nuestros compuestos, técnicas analiticas: infrarrojo, RMN-'H, y
cromatografia de capa fina.

Posteriormente se incorporaron los aminodcidos modificados fenilalanina ¢ iso-
leucina para la sintesis de los pseudopéptidos W-128 (F-y[CH,NH]-I), y-129
(F-y[CH,NH]-L, en forma polimérica), W-130 (I-y-[CH,NH]-N) y y-131 (I-y-
[CH,NH]-N, en forma polimérica) de manera simultdnea.

La sintesis quimica de los cuatro pseudopéptidos se llevé a cabo empleando aminod-
cidos protegidos con el grupo t-Boc en el amino alfa, siguiendo el procedimiento
de sintesis de péptidos en fase solida, descrito por Merrifield (13). El acople del
aminoaldehido a la secuencia requiere unas condiciones de sintesis diferentes a las
de un acople normal entre aminodcidos; es necesario mencionar que el tiempo de
reaccién de este acople es mayor al de un acople normal entre aminodcidos, tal como
se muestra en la figura 3.

La reaccién de condensacion de cada t-Boc-L-aminoaldehido, consiste en disolver tres
equivalentes del aminoaldehido en 2 mL de DMF/4cido acético al 1% y luego poner
en contacto con la resina-péptido manteniendo agitacién por un periodo de tres horas.
Terminado este tiempo, descartar la solucién aminoaldehido/DMF vy realizar lavados
con DME, IPA y DCM 3 mL de cada uno por un minuto; preparar una solucién de un
equivalente de NaBH,CN en DMF/4cido acético al 1% y poner a reaccionar con ella
la resina-péptido por una hora. Finalizado este tiempo, se realizan los mismos lavados
del paso anterior y se hace el test de ninhidrina; si el resultado es positivo se repite el
procedimiento las veces que sea necesario, hasta observar que aparentemente no hay
aminos libres. Como ya se menciond, esta reaccion es un poco lenta; no es de extrafarse
que se haga necesario repetir el acople aproximadamente cinco veces hasta obtener una
reaccién completa; sin embargo, no es recomendado dejar el acople por periodos mas
largos a los sugeridos en este documento, puesto que se podrian inducir reacciones
laterales no deseadas como, por ¢jemplo, la unién de dos moléculas del mismo sintén
alterando asi la identidad del analogo disefiado. Terminada la reaccién de este acople,
se desprotege el grupo amino y se continta la sintesis en la forma estindar. Las formas
poliméricas WY-129 y y-131 son idénticas a sus formas monoméricas Y-128 y y-130,
respectivamente; pero se diferencian en que las primeras contienen el par de residuos
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Cys-Gly en el amino terminal y Gly-Cys en el carboxi-terminal. Al ser desancladas de
la resina estos propolimeros, se disuelven en solucién salina y se llevan a una concen-
tracion de 4 mg/mL y se someten a burbujeo de N, a pH 7,4 a temperatura ambiente,
hasta que no se detecte la presencia de grupos sulthidrilo libres mediante la prueba
de Ellman, prueba de lo cual todos ellos estaran comprometidos en puentes disulfuro
intermoleculares.

Los pseudopéptidos utilizados para el estudio que se describe en este documento, son
analogos a la secuencia del péptido denominado 4044, el cual corresponde, como ya se
menciond, a la region de aminodcidos 21 a 40 de la proteina MSP-2. En la tabla 1 se
muestran dichas secuencias y su respectivo c6digo. Los pseudopéptidos sintetizados se
obtuvieron con un rendimiento promedio del 70% y se garantizé un nivel de pureza
superior al 99% segun los anélisis de HPLC-FR y su identidad evaluada por espectro-
metria de masas MALDI-TOF, como luego se discutird. Estas moléculas se sometieron
posteriormente a andlisis de posibles patrones de estructura secundaria por dicroismo
circular (DC) y por técnicas bidimensionales de resonancia magnética nuclear de hidré-
geno (RMN-'H).

Analisis de patrones de estructura secundaria por dicroismo circular (DC)

Los andlisis por dicroismo circular se realizaron a temperatura ambiente en una celda
sometida a flujo de nitrédgeno en un espectropolarimetro Jasco J-810 (Madrid, Espana).
Se registraron espectros en un intervalo de longitudes de onda entre 190-250 nm en
una celda rectangular de una trayectoria éptica de 1 nm. Cada espectro se obtuvo como
la media de tres barridos tomados a una velocidad de 20 nm/min, con un ancho de
banda espectral de 1 nm y se realizé la correccién de linea base mediante el programa
del equipo Jasco. El perfil Dc para cada molécula se obtuvo por disolucién del liofili-
zado de cada molécula purificada en i) buffer fosfato de sodio (PBs), 50 mM pH 7,0,
o en ii) solucidn acuosa 0-30% de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) para un volumen final
de 500 uL. Se empled una concentracién media en cada caso de 0,2 mM para cada
molécula en la mezcla 0-30% agua-TFE. Los resultados se expresan como la media de
la elipticidad molar (0); sus unidades son grados x cm?® x dmol™, de acuerdo con la
relacién (0) = 0,/(100lcn), donde 6, es la elipticidad medida, /la trayectoria 6ptica,
¢ la concentracién de la molécula y 7 es el nimero de residuos de aminodcidos en la
secuencia.

Resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-"H) para andlisis de estructura
secundaria
El péptido no modificado MSP-2*-* (4044) y sus andlogos pseudopeptidicos se

emplearon para andlisis con RMN-'H en experimentos conducidos en un espectrémetro
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Bruker DRX-600 MHz a 295 K. Los datos se procesaron y analizaron en una estacion
de trabajo Silicon Graphics empleando el programa XwWIN-NMR 1.3 (Bruker, Darms-
tadt, Alemania). Se realizaron experimentos por las técnicas bidimensionales deno-
minadas: double quantum filter-correlation spec-troscopy (DQE-COSY), total correlation
spectroscopy (TOCSY), y nuclear Overbauser effect spectroscopy (NOESY), con el objetivo
de caracterizar y asignar todos los dtomos de hidrégeno vecinos en la secuencia de cada
molécula. El desplazamiento en 4,75 ppm, sefial de los hidrégenos del agua se empled
como referencia. Los coeficientes de temperatura se determinaron a partir de los espec-
tros TOCSY, empleando un rango de temperatura entre 285-315 K. Se obtuvo la pen-
diente de la curva calibrada para la relacién entre el desplazamiento quimico frente
a la temperatura para cada uno de los hidrégenos de los grupos amida (-ASHN/AT,

ppm/K). Las constantes de acoplamiento 3] se midieron a partir de la separacion

HNHa
de los multipletes de los picos-cruzados (cross-peaks) obtenidos en los experimentos
unidimensionales DQF-cOSsY. La figura 4 muestra las conectividades interproténicas

para las tres moléculas en estudio.

Produccién de anticuerpos monoclonales anti W-128 (129) y w-130 (131)

Las células del bazo de ratones BALB/c, enriquecidas en linfocitos B, previamente
inmunizados activamente con los pseudopéptidos Y129 y y131, se fusionaron con
células de mieloma murino X63Ag8, usando polietilenglicol 3000-3700 (Sigma Che-
mical Co., St. Louis, MO) de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente (11,
14) para obtener hibridomas reactivos. Estos hibridomas se clonaron dos veces por
dilucién limitante. Después de una evaluacién especifica por Elisa y Western Blot, los
clones reactivos se expandieron a un volumen de cultivo mayor.

Induccidn del cambio de isotipo por inmunizacién in vitro de hibridomas reactivos

Las células de los clones de hibridomas derivados de los péptido-miméticos Wy-129
y Y-131 se distribuyeron de 100.000 células/pozo en una caja de 96 pozos de fondo
plano, en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (sFB) al
15%. Estas células se pulsaron posteriormente durante cinco veces con 200 ng de su
respetivo pseudopéptido mondmero (Y128 y y130) diluido en RPMI 15% SFB, a inter-
valos de ocho dias por pulso. El cambio de isotipo se verificé por medio del monoclonal
antibody isotyping kit (HRP/ABTS) de Thermo Scientific (Rockford, IL, EE. UU.). Los
sobrenadantes se recogieron peridédicamente para su andlisis. Los sobrenadantes pro-
venientes del hibridoma inducido por el Y128 (W129) se codificaron como SN 6y
SN 7 y los sobrenadantes provenientes del hibridoma inducido por el Y130 (y131) se
codificaron como SN: G, M, Oy Q. Se evalué reactividad de los anticuerpos presentes
en cada uno de los sobrenadantes de los hibridomas frente a lisado de . falciparum cepa

FCB2 por Western Blot.
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Produccion iz vive de anticuerpos monoclonales anti W-129 y y-131

Con el objetivo de producir fluido ascitico enriquecido en anticuerpos monoclonales,
la cavidad peritoneal de ratones BALB/c se irrité previamente por inyeccién via intra-
peritoneal (i.p.) con 500 uL de Pristano (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EE.
UU.). A los ocho dias, a cada uno de los animales se le inyect6 por la misma via 500 4L
de los hibridomas celulares derivados de W-129 y y-131 (1.000.000 de células) suspen-
didas en medio RPMI incompleto. Luego de ocho dias, se comenzé a recoger el fluido
ascitico producido en cada animal por puncién abdominal; el liquido ascitico obte-
nido se centrifugé a 1.200 x g durante 5 min, se inactivé la actividad de las moléculas
de complemento por calentamiento a 56 °Cy se realizé el procedimiento para deslipi-
dificacién de cada solucién (11) y de esta manera dar continuidad a la purificacién de
los anticuerpos presentes en esta disolucion.

Purificacién de inmunoglobulinas

Los sobrenadantes provenientes de cultivo celular se precipitaron por saturacién con
sulfato de amonio al 80%. Posteriormente se centrifugaron, los sobrenadantes se sepa-
raron cuidadosamente y el precipitado fue reconstituido usando 10 mM Tris-HCI pH
8,0; luego dializado contra este mismo buffer en una membrana Spectra-pore® dialysis
de 3.500 Mmwco (Houston, Texas, EE. UU.) a 4 °C. Posteriormente, los precipitados
enriquecidos con anticuerpos y dializados versus la soluciéon tamponadora de pH de
equilibrio, se sometieron a cromatografia de intercambio aniénico débil usando DEAE-
Sephadex A-25 resina (Pharmacia, Uppsala, Suecia) previamente equilibrada con
10mMTris-HCl buffer, pH 8,0 y a la cual anticipadamente se habfa permitido unir a
los anticuerpos toda una noche a 4 °C con agitacién constante. Las inmunoglobulinas
fueron eluidas de la columna por incremento progresivo de fuerza idnica del tampén
de pH desde 50 mM, 100 mM y 500 mM de NaCl. Un total de cuatro volumenes de
columnas (250 mL) se adiciond por paso, colectando fracciones de 10 mL a un flujo
constante de 0,5 mL/min. La resina fue reequilibrada con 10 mM Tris-HCI buffer, pH
8,5. Todas las fracciones fueron caracterizadas por Dot directo (técnica inmunoqui-
mica para la deteccién de inmunoglobulinas) para deteccién de Ig. Las fracciones reac-
tivas se mezclaron en grupos o pooles de acuerdo con la fuerza idnica con que fueron
eluidas. Los grupos de fracciones se dializaron en contra de PBS a 4 °C. La pureza de
cada pool de fraccién se determiné por electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) y Western Blot (15).

Estandarizacion de modelos de infeccidon con malaria por P. yoelii y P. berghei en
ratones BALB/c

Con el objetivo de establecer infeccidn de malaria iz vivo en ratones BALB/c (obte-
nidos del bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
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de Colombia), se descongelé un vial de P yoelii 17XL y un vial de P berghei ANKA
criopreservados en solucién de Krebs (NaCl 0,85%, glucosa 5%, sorbitol 4,2% p/v).
Para ello se realizaron tres lavados con RPMI incompleto a 2.500 rpm durante 10 miny
finalmente se inyectd intraperitonealmente el contenido del vial resuspendido en 500
uL de RPMI incompleto. A partir del sexto dia posinfeccion se evalud la parasitemia
diariamente con tincién de Wright en extendidos de sangre periférica.

Para realizar los retos experimentales, se permitié que estos ratones alcanzaran una
parasitemia del 10%. Posteriormente, se realizd recuento de glébulos rojos en cimara
de Neubauer con laminilla de naranja de acridina, para determinar la cantidad de glé-
bulos rojos parasitados a inyectar.

Actividad antimaldrica 7z vivo de inmunoglobulinas inducidas por péptido-miméticos

Se efectud una adaptacion de condiciones esténdar para el crecimiento iz vitro de P
yoeliiy P berghei de acuerdo con los procedimientos previamente reportados (16, 17,

18, 19).

Para el ensayo de actividad funcional iz vivo, se utilizaron grupos de cinco ratones
BALB/c para cada una de las muestras a evaluar: grupo 1: control (solucién salina);
grupo 2: Ig anti Y-129-6-100 mM; grupo 3: Ig anti Y-129-7-50 mM; grupo 4: Ig anti
Y-129-7-100 mM; grupo S: Ig anti W-131-50 mM; grupo 6: Ig anti Wy-131-100 mM;
grupo 7: Ig anti W-131-500 mM, y grupo 8: control negativo suero policlonal antipar-
ticulas semejantes a virus del Papilloma (vip).

Los ensayos de inmunizacién pasiva se realizaron mediante el siguiente esquema: en el
dia -1 se hizo la primera inmunizacién intravenosa con 250 uL de anticuerpos a cada
ratén. En el dia 0 se realizé la infeccidn intravenosa con 50.000 GRP/uL de P, berghei
diluidos en pBs filtrado. En los dias 2 y 4 se hizo la segunda y tercera inmunizacién
en la misma dosis, respectivamente. Se evaluaron porcentajes de parasitemia desde el
dia 6 al dia 20. En el dia 21 se realizé la segunda infeccién con P berghei con 100.000
GRP/uL por via intraperitoneal. En los dias 25, 28 y 30 se realizaron la cuarta, quinta
y sexta inmunizacidn por via intravenosa (i.v.) con la misma dosis inicial. Se evaluaron
porcentajes de parasitemia desde el dia 25 hasta el dia 40. Los grupos que se trabajaron
fueron los siguientes:

Para el ensayo con P yoelii se utilizaron grupos de cinco o cuatro ratones BALB/c para
cada una de las muestras a evaluar: grupos 1 y 10: control (solucidn salina); grupo 2:
cloroquina; grupo 3: Iganti Y129-6-50 mM; grupo 4: Ig anti y129-6-100 mM; grupo
S: Iganti Yy129-7-50 mM; grupo 6: Iganti y129-7-100 mM; grupo 7: Ig anti y131-50
mM; grupo 8: Iganti y131-100 mM; grupo 9: Iganti y131- 500 mM. Dada la virulen-
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cia de la cepa P, yoelii, el esquema de inmunizacién se modificé de la siguiente manera:
en el dia -1 se hizo la primera inmunizacién intravenosa con 250 4L de anticuerpos a
cadaratdn. En el dfa 0 se realizd la infeccién con 2.000 GRP/uL intravenosamente. En
los dias 2 y 5 se realizé la segunda y tercera inmunizacién en la misma dosis, respectiva-
mente. Se evaluaron porcentajes de parasitemia desde el dia 6 al dia 28. En el dia 13 se
realizd la segunda infeccion con P, yoelii con 5.000 GRP/uL via intraperitoneal. En el
dia 15 se realizé la cuarta inmunizacién intravenosamente con la misma dosis inicial.

Para el reto experimental con P, yoelii en los grupos 7, 8, 9 y 10 se realizé el siguiente
esquema: en el dia O se realiz6 la primera inmunizacidn intravenosa con 100 uL de
anticuerpos a cada ratén. En el dia 0 se realizé la infeccién con 2.000 GRP/uL intra-
venosamente de P yoelii. En los dias 1, 2 y 4 se efectuaron las 2, 3 y 4 inmunizaciones
respectivamente con 200 #L a cada ratén. Se evalu6 la aparicion de parasitemia desde

el dia 3 hasta el dia 9.
RESULTADOS Y DISCUSION

Anilisis bioinformético y disefio experimental

De acuerdo con el andlisis bioinformdtico realizado, mostrado en la figura 1, la secuen-
cia del péptido 4044 se encuentra presente en la proteina ortéloga de MSP-2 de P
falciparum en Pberghei PBANKA_124700 con 21% de identidad y en una proteina
hipotética de esta misma especie PB000459.00.0 con 42% de identidad; de igual
manera ocurre en la proteina hipotética de P, yoelii PY05325 con 20% de identidad.
Este andlisis bioinformdtico unido a los resultados obtenidos anteriormente iz vitro
(datos no mostrados pero disponibles), permitieron proponer los ensayos de evalua-
cién de las propiedades funcionales de los pseudopéptidos y de sus anticuerpos induci-
dos mediante ensayos iz vivo con las cepas de P berghei y P, yoelii causantes de malaria
en ratones BALB/c.

Disefio, sintesis y caracterizacion estructural del péptido de alta unién 4044 del

antigeno MSP-2 y de sus péptido-miméticos amidas reducidas

Como se observaen la figura 1, el péptido nativo codificado como 4044 proveniente del
bloque 1 conservado de la regién amino terminal de la secuencia del antigeno MSP-2.
El motivo de unién a glébulos rojos definido por el par de residuos **FIN®!, sirvié como
base para el diseno para la sustitucion sitio-dirigida de un solo enlace peptidico a la vez
por el iséstero W[CH,-NH], para dar lugar a los pseudopéptidos y-128 (F-I) y y-130

(I-N) y a sus correspondientes formas poliméricas W-129 y Wy-131, respectivamente.
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P£B0300c -KNESKYSNTFINNAYNMSIR- Identidad
4044 (MSP-221-40) -KNESKYSNTFINNAYNMSIR- >80% 1.00
PbANKA 124700  -DNKSKYYEHFMNKLYNLNIT- >60% 0.45
Pb000459000 -KNNNESKNIYINNANNMSVH - >40% 0.50
Py05325 -KNDNKYDNTFINNLSNILIK- [ <40% 0.60
Conservacién I I I I I
6*687638399*775*9495

4044 | 7 KNESKYSN FINNAYNMSIR® y-128 : KNESKYSNT 3°F -y[CH,NH]-3! INNAYNMSIR

y=130 : KNESKYSNTF 3 Iy[CH,NH]-22NNAYNMSIR

Figura 1. Analisis bioinformatico de la estructura primaria del fragmento del antigeno MSP-22'. Ali-
neamiento de la secuencia del péptido 4044 y las secuencias de MSP-2 en P, falciparum PFB0300c
y P berghei PBANKA_124700 y las proteinas hipotéticas en P yolii PY05325 y P berghei
PB000459.00.0. Grado de identidad (80% azul oscuro, > 60% azul claro, > 40% gris claro, < = 40%
blanco) y grado de conservacién de las secuencias por Jalview (*: aminoacidos idénticos, 9, 8 y 7;
aminodcidos conservados, 6 y 5; aminodcidos semiconservados). ID: identidad de cada secuencia
con respecto a la secuencia del 4044. Posicidn: ubicacién entre residuos de aminodcidos en cada una

de las secuencias de la proteina.

El disenio experimental sintético para la obtencién de las dos moléculas objetivo del
estudio, los pseudopéptidos amida reducida y-128 (**Phe-Ile*!) y y-130 (*'Ile-Asn™)
y sus correspondientes formas poliméricas WY-129 y {-131, se pueden observar en la

figura 2.

En un proceso sintético realizado en fase sélida, el sintén (2) se incorpora a la cadena
peptidica creciente (1) iz situ para dar lugar al aducto (3) caracterizado por la estabi-
lizacién del ion iminium. Este ion selectivamente se reduce en condiciones modera-
damente suaves con cianoborohidruro de sodio (NaCNBH,) para dar asi lugar a la
funcién metilenamino (-CH,-NH-) entre el residuo protegido en su funcién amino
con el grupo t-Boc y el residuo amino terminal de la secuencia anclada a la resina (4).
Los péptido-miméticos objetivo (5) se obtienen luego de finalizar la sintesis en fase
solida y ser desanclados de la resina tal como se ilustra en la figura 3. En la tabla 1 se
pueden observar las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas producidas para este
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estudio, es decir, el péptido nativo 4044 y sus andlogos pseudopeptidicos en sus formas
de monémero y polimero. Todas ellas reunieron las cualidades moleculares adecuadas,
como son un perfil cromatografico que evidencia alta pureza (superior al 98%), su iden-
tidad plena basada en analisis MALDI-TOF para deteccién de especies de masa molecu-
lar relativa aproximadamente iguales o comparables con las esperadas, y propiedades
antigénicas detectables por ensayos de Elisa, para la realizacién de los experimentos
inmunoldgicos.

0
o Tl r®
HN NAYNMSI\

N
] 0 HN
= H AcOH 1%/DMF NAYNMSI
o TA, 3h
NH HN
HzN H,N \\( o
NH H,N (] ) H,N NH
NaCN. NH
AcOH 0. 5%/ DMF 1h, TA
O~ NH,
H O
NAYNMSI
o NH N H
© ") o
NAYNMSI\ SPFS > H,N HN
2 NH
(5) HN

“) HZNW]/NH

| y - 130: KNESKYSNTF" I-y[CH,NH]-"NNAYNMSIR |

Figura 3. Sintesis en fase sélida de péptido-miméticos derivados del antigeno de malaria MSP-2. (1)
la funcién amino primaria del residuo Asn de la secuencia anclada a la resina metilbenzhidrilamina
(MBHA) se condensa con el carbono carbonilico del sintén t-Boc-L-Ile-H (2), para dar lugar a la
formacién del ion iminium en el producto (3). Este da lugar a la formacién del grupo metileno en
producto (4) luego de ser tratado con el agente reductor NaCNBH,. Luego de incorporar los res-
tantes aminodcidos normales a la cadena peptidica se genera el producto final esperado y-130 (5) al

ser liberado de la resina por tratamiento con bajas y altas concentraciones de HE.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del péptido MSP-22'- 4044 y sus pseudopéptidos and-

logos.

Cédigo Secuencia de Aminoicidos Izlszir(ﬁz) ]IEnX}?ZC[l' ;[nf;[tf]l
4044 KNESKYSNTFINNAYNMSIR 2.388,01 2.386,05
4306 CGKNESKYSNTFINNAYNMSIRGC 2.715,50 2.713,13

y-128 KNESKYSNT-y[CH,-NH]-INNAYNMSIR 2.379,14 2.380,03

y-129 CGKNESKYSNTF-\V[CHZ-NH]- 2.706,64 2.710,31
INNAYNMSIRGC

W-130 KNESKYSNTFI—\II[CHZ—NH]—NNAYNMSIR 2.379,14 2.380,09

y-131 CGKNESKYSNTF-y[CH,-NH]- 2.706, 64 2.704,26
NNAYNMSIRGC

Seguidamente, este nuevo grupo de moléculas se caracterizé en cuanto a la presencia
de elementos de estructura secundaria, mediante la técnica de dicroismo circular (Dc).
Dada la relevancia de los datos obtenidos, se procedié a realizar estudios de RMN-'H
mediante la aplicacién de técnicas bidimensionales como NOESY (nuclear Overbauser
effect spectroscopy) para generar datos més precisos acerca de la estructura 3D de las tres
moléculas. Como resultado de estos experimentos, se obtuvieron diagramas de conec-
tividad entre las diferentes familias de hidrégeno de cada molécula tal como se aprecia
en la figura 4. Segtin se observa, la estabilidad de rasgos tipo hélice-c en el péptido
nativo 4044 es més fuerte que en cualquiera de los péptido-miméticos y-128 y y-130.
Esto se evidencia por la presencia de varios puentes de hidrégeno, propios de estructu-
ras helicoidales, como se observa en el aparte A de la figura. La tendencia estructural
mas relajada en los dos péptido-miméticos es también evidente, como se observa en B
y en C. El impacto estructural de los dos nuevos grados de libertad introducidos en los
dos andlogos moleculares es dramatico, tanto asi que se pierden rasgos caracteristicos
de las hélices-a del péptido nativo en sus nuevos analogos.

En la figura 5 se pueden observar los modelos moleculares obtenidos mediante el cal-
culo de estructura en condiciones de simulacién al vacio de minimizacién de energia.
Para ello se tomaron como base los archivos generados para cada molécula en formato
pdb (protein data bank). Estos se sometieron a analisis con el programa vMD 1.8 para
generar asi las imdgenes moleculares en cada caso. Como puede observarse, la estruc-
tura del péptido nativo 4044 presenta diferencias estructurales globales respecto a sus
dos analogos pseudopeptidicos W-128 y W-130, los cuales evidencian la presencia del
grupo metileno —CH,— como sustituyente del grupo carbonilo —CO— de un
enlace peptidico, en particular haciendo que estas estructuras tengan un cardcter de
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conformacién mas extendida respecto a la original en apariencia mas compacta. Estos
datos coinciden en alto grado con los datos obtenidos por RMN.

Secuencia de aminoacidos
A |Péptido 4044 | 5 25 30 35 40
K NE S K Y S NT F I NNAY NM S I R
dANN
daN(i,i+2) — _
*INH-H, 9 8 g
-0d/0T D
B
K NE S K'Y S NT N N A|[Y NM/ S I | R
daN —
dANN — — — —
C
K N E S K|Y S N|T F N AY NMS I R
dANN —

Figura 4. Diagramas de conectividades de hidrégenos obtenidos por aplicacién de la técnica bidi-
mensional NOESY de RMN-'H para el péptido MSP-22'-% (péptido 4044) en (A), y de sus pseudo-
péptidos andlogos Y-128 en (B) y W-130 en (C). El grosor de las lineas representa la intensidad de la

interaccidn entre los diferentes hidrégenos.

Establecimiento de modelos de infeccion por malaria iz vitro e in vivo

La morfologia propia de eritrocitos de ratones BALB/c infectados con las cepas de
malaria de roedores Plasmodium yoelii 17XLy Plasmodium berghei ANKA, permitid
controlar y caracterizar el ciclo eritrocitico de estas dos entidades, como se observa en
la figura 6, en la cual se muestran los estadios sanguineos de anillos, trofozoitos y esqui-
zontes maduros del parésito de la malaria. En condiciones controladas se logré mante-
ner cada cultivo celular en etapas temporales hasta de un mes en ambos casos.

Seguidamente se procedid a la produccion de anticuerpos monoclonales inducidos por
los péptido-miméticos W-128 y y-130. Se gener6 un grupo de hibridomas que en prin-
cipio presentaron isotipo IgM. Esta molécula pentavalente sirvi6 de base para realizar
experimentos de inmunizacién iz vitro para inducir el cambio de isotipos a formas de
anticuerpos mas simples pero igualmente funcionales.
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y-130

Figura 5. Efecto de la modificacion W[CH,NH] sobre la estructura 3D del péptido MSP-2 2=
(péptido nativo 4044) y sus andlogos péptido-miméticos ¥-128 y y-130. Modelos moleculares
predictivos de la estructura 3D del péptido nativo 4044 y sus péptido-miméticos obtenidos por
tratamiento de archivos generados con la version comercial del programa ChemDraw Ultra 7.0 de
CambridgeSoft (Brisbane, CA, EE. UU.) y refinados con la versién 3D del mismo programa mediante
minimizacién de energfa por cdlculo molecular simulado en el vacio, para ser finalmente modeliza-
do empleando la versién libre del programa de Visual Molecular Dynamics (vMD) 1.8 para Win-
dows (Beckman Institute, University of Illinois at Urbana-Champaign, 1L, EE. UU.). Las moléculas
se representan por el esquema de superficie accesible al solvente con el c6digo de color estdndar para

los diferentes elementos quimicos.

En la tabla 2 se muestran los principales resultados obtenidos mediante este procedi-
miento y su versatilidad al inducir el cambio dréstico de isotipo por inmunizacion iz
vitro de hibridomas secretoras de inmunoglobulinas de isotipo IgM a IgG1, IgG2a,
IgG2b e IgG3, cuya actividad neutralizante de la infeccién por malaria fue evidente. El
efecto inductor del cambio de isotipo evidencié ser mas eficiente para los clones esti-
mulados con el pseudopéptido y-128, permitiendo obtener subclones de los isotipos
IgG1, IgG2a e IgG3 en proporciones entre el 20% y el 65%, mientras que la estimula-
ci6n de los clones inducidos por el pseudopéptido W-130 fue inferior al 10%.
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Plasmodium berghei Plasmodium yoelii

Figura 6. Infeccién asincrénica con dos cepas de Plasmodium. (A) P berghei ANKA y (B) P yoelii
17XL. A: anillo. T: trofozoito. E: esquizonte. 100x.1.3 A#.

Tabla 2. Cambio de isotipo de los clones inducidos por los pseudopéptidos y-128 y W-130 deriva-
dos del antigeno MSP-22-104044.

Isotipo inicial de hibridomas Cambio c}ie isotipo inlviﬁroljaislamiento
¢ inmunoglobulina
Fracciones
Moné- | Poli- Clon IgG1 | IgG2a | IgG2b | IgG3 | IgM cluidas | IgG1 |IgG2a|IgG2b | IgG3 | IgM
mero | mero % % % % | % (fuerza % % % % | %
idnica) mM
w128 [y-129 | 6 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 570 |9430 50 6,00 13,80 | 11,86|62,53| 5,78
100 3,59 12,57 | 11,93 ]65,04| 6,82
500 4,10(1530| 8,39|61,30 | 10,85
7 10,00 | 000 | 295 |40,60 56,30 50 16,08 | 14,31 | 42,87 [ 10,42 | 16,31
100 17,28 | 17,87 | 36,93 13,15 | 14,77
500 20,22 | 22,45 | 24,30 | 15,40 | 17,62
y-130 |w-131| G | 1,70 | 0,23 | 0,59 | 3,52 |97,65 50 802| 596| 391| 0288184
M | 125| 0,00 | 033 | 1,95 | 96,50
O [016| 000 | 023 | 1,88 |97,70 100 6,08 | 923| 745|0,025]77.22
Q |0,00]| 000 | 0,18 | 530 | 9450 500 352 239 1,81| 0,00 92,28

Estos anticuerpos se probaron por su reactividad frente a un lisado de Plasmodium
Jfalciparum, tal como se observa en la figura 7.

84



Anticuerpos inducidos por estructuras funcionales del antigeno MSP-2 de malaria

PM (kDa

175 [ &

83 —
62 —
48 —
<%=
33 — e—b

25 —] |

16,5 —

1234567891011121314 151617181920
—_—— e —_— —_ —
G:1,23 M:1,20:1,2,3M3Q:1,2,3 6:12,37:1,2,3
\ ) . )

V-

Ig 0-y-130 Ig o-y-128

Figura 7. Reactividad de anticuerpos monoclonales generados por los péptido-miméticos y-128
y Y-130 derivados de la secuencia nativa del péptido 4044 mediante analisis de Western Blot. La
reactividad de los anticuerpos monoclonales inducidos por el pseudopéptido -130 se observa a la
izquierda por reconocimiento de la banda (a), y de los anticuerpos monoclonales inducidos por el
andlogo Y-130 se observa a la derecha por reconocimiento de las bandas (b) y (c). En 1 el control
negativo (solucién bloqueadora), y en 2 la reactividad de un anticuerpo policlonal inducido por un
lisado de Plasmodium falciparum. La electroforesis de un lisado de Plasmodinm falciparum (3 mg)
se llevd a cabo en un gel de acrilamida-bisacrilamida en gradiente del 7,5% al 15% a 100 v durante 4
horas y electrotransferido a papel de nitrocelulosa, para luego ser cortado en tiras de 0,5 cm y cada

una de ellas incubada con el correspondiente anticuerpo o control.

Los anticuerpos inducidos por el péptido-mimético W-130 (I-N) evidencian una reac-
tividad fuerte y especifica por una banda denominada (#) que migra con una movilidad
relativa respecto a los patrones de peso molecular de 37,90 kDa. Por otra parte, los
anticuerpos inducidos por el péptido-mimético y-128 (F-I) reconocen dos bandas de
alta intensidad y especificidad con movilidad relativa mas rapida denominadas (4) y
(), respectivamente. La banda (&) tiene una masa molecular relativa de 34,21 kDa y
la banda (¢) una masa molecular relativa de 30,54 kDa. Datos obtenidos al interpolar
el valor de la movilidad de cada una de estas bandas en cm en una curva de calibraciéon
establecida para la relacion entre el log, | de la masa molecular (M) frente a la distancia
recorrida por cada uno de los patrones (cm) (datos no mostrados pero disponibles).
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Estas bandas reconocidas por los dos grupos de anticuerpos estin de acuerdo con la
masa molecular relativa reportada para el antigeno MSP-2.

Posteriormente, estos anticuerpos se administraron via iv. en ensayos de transferen-
cia pasiva a ratones de la cepa BALB/c desafiados experimentalmente con las cepas de
malaria murina de Plasmodium berghei ANKA y Plasmodium yoelii 17XL. El esquema
de transferencia pasiva de los anticuerpos especificos inducidos por los pseudopéptidos
¥-128 (F-I) y y-130 (I-N) se describe en la figura 8. Mediante la aplicacién de estos
esquemas se pudo evaluar en un periodo posterior a veinte dias el porcentaje de parasi-
temia en cada individuo del estudio.

Plasmodium bergher

A 1T1 11"1) 3TP(100-2004L / 100-200ug/mL, i.v) TP Sfjﬂ’
ITTrTTrTIl I | 'l | (L | I
Dia -2-1012345 10 15 20 21 25 28 30 35 40
— N__ >
Seguimiento de parasitemia
Sangria Infeccién S x 10* Reinfeccion 1x10°
Preinmune GR parasitados (i.v) GR parasitados (i.p)
Plasmodium yoelii
B C 3TP
2TP
ITP  2TP 3TP 4TP(100-200uL / 100-200ug/mL, iv) 1 TP 4TP(100-200uL
\L l/ / 100-200ug/mL, i-v)
ITTTTTTT T T Il [ I FTTTTTTI |
Dia -2-1012345 10 13 15 20 21 25 28 Dia -2-1012345 10
J— I _—> —_—>
Seguimientode | parasitemia
Sangria Infeccién 2x10° Sangria Infeccién 2x10°
Preinmune  GR parasitados (i.v) , Preinmune  GR parasitados (i.v)
Reinfeccién 5 x10°
GR parasitados (i.p)

Figura 8. Esquemas de transferencia pasiva de anticuerpos derivados de los pseudopéptidos y-128
y W-130 en grupos de ratones BALB/c desafiados experimentalmente con dosis letales de Plasmo-
dium berghei ANKA en (A) y con Plasmodium yoelii 17XL en (B) y en (C).

Una vez se logrd establecer los modelos de infeccién en cultivo controlado iz vitro,
puesto que en nuestras manos no existia esta metodologia anteriormente a este estudio,
asi como la infeccién de ratones hembra de la cepa BALB/c i vivo, se procedié a reali-
zar la evaluacion de la actividad funcional de anticuerpos monoclonales inducidos por
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los péptido-miméticos derivados de la secuencia del péptido nativo 4044. En la figura 9
se observa el efecto neutralizador de la infeccidn iz vive de los anticuerpos purificados
transferidos pasivamente en ratones hembra BALB/c, frente al desatio experimental
con indculos infecciosos letales la cepa de P berghei ANKA en (A) y P yoelii 17XL en
(B) y (C). En todos los casos, los grupos de control, tratados por via i.v. con solucién
salina, presentaron cinéticas de infeccion superiores a las de los grupos de estudio trata-
dos por la misma via con inmunoglobulinas puras de isotipo definido. Estos, ademas de
evidenciar un retraso en la aparicién de porcentajes significativos de parasitemia, logra-
ron manejar niveles mucho més altos de parasitemia evidenciando un efecto modulador
de los anticuerpos en el parésito. Notoriamente, los grupos de animales administrados
con solucién salina se infectaron mas répidamente, luego del desafio experimental que
los grupos de estudio manejé niveles inferiores de parasitemia suficientes para causar la
muerte de estos animales, lo cual no ocurrié en los otros grupos.

Los animales pertenecientes al grupo 2 transferidos pasivamente con anticuerpos
inducidos por el Y-128 (y-129), controlaron la infeccién significativamente, logrando
revertir el efecto infeccioso de la cepa P, berghei al compararlos con los grupos de con-
trol; los cuales no sélo manejaron porcentajes més elevados de parasitemia, sino que en
la mayoria de los casos fallecieron por causa de la infeccién. Los animales de los grupos
6y 7 transferidos pasivamente con anticuerpos inducidos por el Wy-130 (y-131), con-
trolaron la infeccién mucho mejor que los demds grupos, evidenciando el potencial
funcional de este péptido-mimético frente a la cepa de P berghei. La cepa de P, yoelii
mostré rasgos de virulencia més fuertes que la cepa de P berghei, asi los animales desa-
fiados con esta cepa manejaron porcentajes de parasitemia mucho mads altos. El efecto
de los anticuerpos transferidos pasivamente en los ratones del estudio lograron, de
manera semejante al primer caso, controlar la infeccién causada por P, yoelii (figura 9B
y C). Igual que en el primer caso, los animales tratados con solucién salina manejaron
porcentajes de parasitemia menores, pero fallecieron en un periodo mucho menor que
los demas grupos de estudio. Todos los grupos en estudio fueron desafiados dos veces,
la primera por administracién via intravenosa y la segunda via intraperitoneal.
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Figura 9. Actividad antimaldrica % vivo de anticuerpos inducidos por los péptido-miméticos y-129
y Y-131 derivados del antigeno MSP-2. (A) Perfil de parasitemia de ratones BALB/c desafiados
experimentalmente con P berghei. (B) y (C) Perfil de parasitemia de ratones BALB/c desafiados
experimentalmente con P yoelsi. Las flechas indican los dias en que se efectud la infeccidn experi-

mental.

La cepa de P, yoelii fue menos virulenta que en los ensayos iz vivo, como se observa en
la figura 9B. Todos los grupos administrados con anticuerpos controlaron mejor los
niveles de parasitemia a excepcién del grupo tratado con EGTA (ethylene glycol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid).

Es importante resaltar que durante los primeros veinte dias del ensayo 77 vivo para los
grupos desafiados experimentalmente con la cepa de P, berghei y los primeros doce dias
luego del desafio experimental con P yoeliz, la totalidad de los animales pertenecientes

88



Anticuerpos inducidos por estructuras funcionales del antigeno MSP-2 de malaria

a los grupos de estudio tuvieron porcentajes de proteccién entre 90% y 100%, razén
por la cual se decidi6 hacer una nueva infeccién (reinfeccion) con el doble de carga de
parasito por via i.p.

CONCLUSION

El disefio sitio-dirigido de péptido-miméticos del tipo pseudopéptidos amida redu-
cida a partir de una secuencia nativa codificada 4044, la cual en estudios previos y en
éste demostrd ser pobremente inmunogénica y no inductora de proteccién contra la
malaria, permitié obtener, en cambio, dos pseudopéptidos potentes inductores de una
respuesta inmune de cardcter humoral mediada por anticuerpos que especificamente
reconocieron dos grupos de proteinas derivadas del antigeno MSA-2. La versatilidad
de la modificacién entre dos residuos adyacentes pero que involucran dos residuos
diferentes **Phe-Ile* e *'Ile-Asn*, indujo dos grupos de anticuerpos poseedores de
reactividades fuertes y especificas; el primer grupo inducido por el inmunégeno y-130
(**Phe-Ile™), reconocié una banda de movilidad relativa de 37,90 kDa, y el segundo
grupo de anticuerpos inducidos por el inmundgeno y-128 (*'Ile-Asn®?), reconoce
especificamente dos bandas con pesos moleculares relativos de 34,21 kDay 30,54 kDa,
respectivamente. Estos anticuerpos monoclonales poseen propiedades neutralizantes
de la infeccién iz vivo, cuando son transferidos pasivamente en ratones BALB/c desa-
fiados experimentalmente con dosis letales de Plasmodium bergheiy Plasmodium yoelii
en un doble reto por dos vias de administracion.

Las evidencias obtenidas en este estudio permiten proponer a estos péptido-miméticos
del tipo amida reducida, como potenciales candidatos a una formulacién de una vacuna
de subunidades contra la malaria y a sus anticuerpos inducidos como potenciales agen-
tes inmunoterapéuticos para el manejo de esta enfermedad. El diseno sitio-dirigido de
péptido-miméticos, tomando como base éste y otros antigenos de superficie del Plas-
modium, permitira evaluar mds extensamente los datos reportados en este trabajo.
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