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Las células T responden a antigenos desnaturados o proteolizados, mientras la mayoria de
anticuerpos contra proteinas nativas prefieren la conformacion nativa, particularmente en proteinas
globulares. Se ha observado que anticuerpos monoclonal es contrala proteina Pfs25 de P. fal ciparum,
bloquean la transmision de lamalariadel humano al mosquito. Uno de estos anticuerpos, el 4B7, se
une débilmente al péptido lineal ILDTSNPVKT, para el cua se ha propuesto tedricamente una
estructura en forma de bucle “beta-hairpin”. Esta prediccion se basa en estructuras de proteinas
similares al factor de crecimiento epidermal por RMN y por el algoritmo de GORBTURN. Se
sintetizaron péptidoslinealesy con restriccion conformacional abucle paradeterminar cua imitaba
mejor €l epitope presente en la proteina Pfs25. Al titular por el ensayo de ELISA el anticuerpo 4B7
y un suero de conejo antigametos contra los péptidos, estos anticuerpos mostraron poca reaccion
con el péptido lineal y una fuerte reaccion con un péptido con estructura en bucle.

Palabr as clave: Epitope conformacional, proteina Pfs25, P. falciparum, Andlisis antigénico.
Abstract

While T cells respond to a denatured or proteolyzed antigen, most antibodies to native proteins
prefer the native conformation, particularly in globular proteins. It has been found that monoclonal
antibodies to Pfs25 protein of P. falciparum completely block malaria transmission from human sera
to the Anopheles mosquito. One of these, 4B7, binds weakly to alinear peptide, ILDTSNPVKT, that
maps to a predicted beta-hairpin loop. This prediction is based on NMR structures for epidermal
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growth factor-like proteins and GORBTURN algorithm. Linear peptides and several loops were
synthesized in order to determine which one best mimicked the corresponding epitope on Pfs25. The
antibody 4B7 and a rabbit antiserum to P. falciparum gametes were titered against these peptides in
ELISA. These antibodies showed little reaction with linear peptides, and astrong reaction with aloop.

Key words: Conformational epitopes, Pfs25 protein, P. falciparum, Antigenic analysis.

I ntroduccion

Grandes esfuerzos se han llevado a cabo para emplear
péptidos sintéticos en vacunaciones con la intencion de
producir anticuerpos (L erner, 1983); sin embargo, no son
muchos los resultados reportados que demuestren que la
inoculacion con péptidos de un patdgeno pueda generar
anticuerpos que protejan animales de subsecuentes infec-
ciones (Beachey et al., 1981; Patarroyo et al., 1987).
Una vacuna sintética efectiva requiere epitopes By T en
la construccion de la molécula. Mientras las células T
responden a antigenos desnaturados o proteolizados,
cuando son mostrados por células presentadoras de
antigeno (Allen & Unanue, 1984), la mayoria de los
anticuerpos contra proteinas nativas prefieren la confor-
macion nativa (Sela, 1969). Esto es particularmente cier-
to para proteinas globulares. Por esta razoén, la
conformacion y el arreglo espacia relativo de los seg-
mentos constituyentes de un epitope B deben ser consi-
derados para una mayor efectividad en la generacion de
anticuerpos que reconozcan a la proteina nativa
(Jemmerson & Blankenfeld, 1989).

De la gran variedad de epitopes o determinantes
antigénicos B en proteinas, s6lo unas pocas estructuras
han sido resueltas y, en algunas bucles superficiales, es-
tos epitopes ocupan grandes areas que comprenden entre
12-22 residuos de aminoacido. Un método que puede de-
terminar la estructura completa de un epitope es |a prepa-
racion de un complejo del fragmento Fab de un anticuerpo
monoclonal con su antigeno, su cristalizacion y la deter-
minacion de la estructura usando métodos de difraccion
de rayos X (Amit et al., 1986; Saphire et al., 2001). En
contraste con el consenso obtenido de las estructuras por
rayos X de epitopes de proteinas, aln se encuentra en la
literatura respaldo al concepto de que los epitopes en las
proteinas consisten de segmentos de alrededor de 6 resi-
duos de aminoacido, los cuales pueden ser imitados o
rastreados utilizando péptidos sintéticos de una longitud
similar.

Normalmente, |os anticuerpos contra epitopes de pro-
teinas son altamente especificos y tienen la habilidad de
distinguir proteinas que solo se diferencian en un
aminoacido en la regién de uniéon al anticuerpo

(Alexander et al., 1983; Geysen et al., 1985). Cambios
estructurales, inducidos por desnaturalizacion o modifi-
caciones quimicas, pueden resultar en la pérdida total de
la capacidad de union de un antisuero con la conforma-
cion nativa de una proteina. El andlisis de la secuencia de
aminoécidos revel6 que el espaciamiento de las cisteinas
de la proteina Pfs25, una proteina de las fases sexuales
del ciclo de vida del P. falciparum malaria, era similar a
factor de crecimiento epidermal (FCE). Es aceptado que
la reduccion de |la proteina causa la pérdida de su estruc-
tura secundaria y terciaria 'y, en el caso de los epitopes
conformacionales, también se pierde la reactividad
inmunoldgica (Kaslow et al., 1988; Fries et al., 1989).
De ahi que una imitacién molecular apropiada de los en-
laces disulfuro pueda ser critica para el correcto plega-
miento de las secuencias que contienen los epitopes
reconocidos por estos anticuerpos neutralizantes.

La proteina Pfs25 se expresa en la fase sexual del ciclo
de vida del P. falciparum, cuando €l parasito se encuentra
en €l hospedero mosquito. Esta proteina empieza a ser ex-
presada en la superficie de los gametos en su fase final, es
abundante en €l zigoto y en el ooquineto y empieza a des-
aparecer en €l inicio delafase de oocito. Laimportancia de
esta proteina como antigeno blanco es su alta
inmunogenicidad y la limitada diversidad antigénica, de-
bido a que no se expresa cuando €l parasito esta en € hos-
pedero humano sino en €l mosquito; ademas, anticuerpos
generados contra esta proteina han blogueado en laborato-
rio latransmision de lamalaria del hombre al mosquito. El
estudio de éste y otros antigenos de la fase sexual servirian
en €l desarrollo de una vacuna de bloqueo de la transmi-
sién, la cual seria un componente clave en los programas
de erradicacion y control de la malaria.

Para comprender mejor la relacion entre la conforma-
cion del péptido y la afinidad, se tomé para el disefioy la
restriccion la secuencia correspondiente al epitope de la
proteina Pfs25 que se une al anticuerpo monoclonal
neutralizante 4B7 (Van Amerongen et al., 1989; Barr et
al., 1991). Parala prediccion de la estructura del epitope
se utilizo el programa GORBTURN versién 3.0 (Gibrat et
al., 1987; Wilmot et al., 1988; Hutchinson et al., 1994),
el cual calcula la prediccion de giros b basado en la se-
cuencia de aminoacidos. El algoritmo hace uso de dife-
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rentes potenciales de formacién de giros b, basados en
datos de estructura de proteinas obtenidas por
cristalografia de rayos X y RMN, y de las preferencias
diferenciales en la posicién de aminoéacidos en |la secuen-
cia que los diferentes tipos de giros b exhiben (tipos |, |1,
I, 11", VIl y lacategoriade giros No Especificos, NE, para
los demas tipos). Este programa usa una ventana de 17
residuos de aminoacido en el algoritmo, lo cual lo hace
mas Util en la prediccion de giros b en secuencias de pro-
teinas que en péptidos cortos.

Basados en el algoritmo de prediccion de estructura
GORBTURN, se disefiaron y sintetizaron péptidos con
restriccion conformacional a bucle y el correspondiente
péptido lineal. Para la sintesis de los péptidos con res-
triccion conformacional a bucle se us6 el método desa-
rrollado por Satterthwait (Arrhenius & Satterthwait,
1990; Chiang et al., 1992; Cabezas & Satterthwait,
1999), en el cual se reemplaza un puente de hidrégeno
con un analogo (mimo) covalente, un enlace de
hidrazona, que requiere la introduccién de los ligandos
J (acido 5,5-dimetoxi-1-pentanéico) y Fmoc-Z(Act)-OH
(acido 1-propilideno-2-Fmoc-hidrazinoacético). Dado
que los péptidos que se unen mejor a un anticuerpo lo
hacen debido a que ajustan mejor sus formas espaciales,
una mayor afinidad nos proporcionara un ensayo senci-
Ilo paraidentificar mimos conformacionales. El anticuer-
po monoclonal 4B7 y un suero de conejo antigametos,
obtenido al inocular en conejos gametos cultivados en
sangre humana, se usaron para demostrar que un péptido
conformacionalmente restringido a imitar la estructura
tridimensional del epitope reconocido por anticuerpos
monoclonales neutralizantes, se une mejor que un
péptido lineal.

Materialesy M étodos

Prediccion de la estructura del epitope
conformacional. Para la prediccién estructural se tomo
la fraccion de la proteina Pfs25 correspondiente al tercer
dominio tipo FCE (46 residuos de aminoéacido) con la
secuencia LDTSNPVKT, identificada como objetivo del
anticuerpo monoclonal 4B7, en el centro de la secuencia
aanalizar. Se tomé como base la prediccion por el método
GORBTURN, debido a que es un programa especializado
en la prediccion de estructura de secuencias con
predominancia en estructuras en giros b. Adicionalmente
se compararon los resultados con los obtenidos con el
algoritmo de Chou-Fasman y el programa de Frecuencias
de Thornton. Se construyeron model os espacial es tenien-
do en cuenta los enlaces disulfuro caracteristicos entre
las cisteinas 1-3, 2-4 y 5-6 que presentan los dominios

tipo FCE, y las predicciones de la posicién del giro b en
la secuenciadel epitope reconocido por el anticuerpo 4B7.

Sintesis de los péptidos. Los péptidos lineales y cicli-
cos (bucles) se sintetizaron en fase sélida. Se utilizaron los
aminoacidos protegidos Fmoc-Asn, Fmoc-Asp(tBu), Fmoc-
Cys(trt), Fmoc-GIn, Fmoc-Glu(tBu), Fmoc-Phe, Fmoc-Gly,
Fmoc-lle, Fmoc-Leu, Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-Ser(Bu), Fmoc-
Thr(Bu) y Fmoc-Val. Los péptidos se sintetizaron sobre una
resina amida Rink (0.52 mmol/g; NovaBiochem) usando
sintesis Fmoc estandar con DIC/HOBt como agentes
acoplantes, siguiendo procedimientos ya descritos (Calvo
etal., 1999; Calvo & Satterthwait, 2000). Los péptidos se
purificaron por cromatografia liquida de alta eficiencia en
fase reversa (RP-HPLC) y se caracterizaron por
espectrometria de masas.

PruebadeEL | SA. Como antigenos se usaron péptidos
lineales, péptidos con restriccion conformacional a bucle
y una proteina recombinante Pfs25 producida en levadu-
ras (yPfs25). Parallevar a cabo las pruebas de ELISA, los
péptidos se acoplaron amaleimida-BSA activada (Pierce),
siguiendo el protocolo del productor. Como primer anti-
cuerpo se usaron el anticuerpo monoclonal neutralizante
4B7 y un suero policlonal de conejo antigameto. Del an-
ticuerpo monoclonal neutralizante 4B7 se hicieron dilu-
ciones de 1/4000, 1/8000, 1/16000, 1/32000, 1/64000,
1/128000 y 1/256000. Del suero de conejo antigameto se
hicieron diluciones de 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320y 1/
640. Como segundo anticuerpo, para el ensayo con el
anticuerpo monoclonal 4B7, se usd un suero anti-lgG
(H+L) de raton producido en cabras 'y para el ensayo con
€l suero de conejo antigameto, se usé un suero anti-1gG
(H+L) de conejo producido en cabras, ambos purificados
y acoplados a fosfatasa alcalina (Pierce). Para la detec-
cién se us6 como sustrato de la fosfatasa alcalina el p-
nitrofenilfosfato disddico (la reaccién genera una
coloracion amarilla). El resultado se leyé en un titulador
de ELISA aunalongitud de onda de 405 nm. Como blan-
co se utilizo unalinea de la placa de ELISA sin péptido y
se tomo6 como resultado positivo para cada dilucién (titu-
lo) una diferencia en la densidad 6ptica de 0.2 con res-
pecto al blanco.

Resultadosy Discusion

El método de prediccién usando el algoritmo de Chou-
Fasman (figura 1), nos muestra la formacion de estructu-
ras en giro b sobrelapadas en los residuos DTSN (residuos
122-125) y TSNP (residuos 123-126). Este algoritmo se
basa en el calculo del producto derivado de las probabili-
dades del aminoéacido en cada una de las cuatro posicio-
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nesen el giro b, y del cllculo de lafrecuencia de posicio-
nes y parametros conformacionales, sin especificar a qué
tipo de giro b se refiere.

El método de prediccién de frecuencias de Thornton
(figura 1) nos muestra que en la secuencia DTSN (resi-
duos 122-125) del epitope existe un giro b tipo I. Este
algoritmo se basa en potenciales conformacionales, po-
tenciales posicionales y tipo de giro b, dependientes de
potenciales posicionales, usando un conjunto de datos
de prediccién de giros b tipos | y Il de 59 proteinas

El método de prediccion GORBTURN (figura 1), nos
muestra que existe la posibilidad de un giro b no especi-
fico (NE) en el segmento comprendido entre |os residuos
123-126, TSNP, y un giro b tipo | entre los residuos 125-
128, NPVK. Este programa usa una base de datos de 205
proteinasy puede diferenciar entrelosgirosb tipo I, I', 1,
1"y VIII, y usala denominacion NE (no especifico) para
los demés tipos.

Al comparar los resultados obtenidos del programa
GORBTURN con el algoritmo de Chou-Fasman y el pro-
gramade frecuencias de Thornton (figura 1), se predice la
existencia de dos posibles giros b sobrelapados en las
secuencias DTSN (Chow-Fasman y Thornton) y TSNP
(Chow-Fasman y GORBTURN), pero al unir las dos
cisteinas de la secuencia original (figura 2-a) se obtiene
un giro b en la secuencia SNPV. Para el disefio de los

modelos se tomaron los giros b SNPV y TSNP, debido a
gue el primero se generaal unir naturalmente las cisteinas
de la secuencia original y el segundo es obtenido por €l
método de prediccion GORNTURN, €l cual ha resultado
ser mas preciso paralas proteinas con estructurastipo FCE.

La prediccion por célculo es inferior a una predic-
cién por homologia, la cual es posible si una proteina
homéloga con estructura terciaria conocida existe en la
base de datos de proteinas (PDB). Con este fin se tomo6
como modelo la proteina del factor de crecimiento y
transformacion en humanos TGFa, la cual es una protei-
na tipica del tipo FCE que puede ser tomada de |a base
de datos de proteinas (PDB, identificacion: 4tgf). Setomo
el bucle B que estaba mas expuesto al entorno, se colo-
caron en ella los aminoéacidos de la proteina Pfs25 co-
rrespondientes al epitope, se unieron las cisteinas por
puentes disulfuro, se aplicé el modelo de los ligandos J
y Z, y con los resultados de prediccion de estructura
para la secuencia se obtuvieron los disefios para la sinte-
sis de los péptidos con restriccion conformacional a bu-
cle (figura 2).

Examinando el bucle-B del factor de crecimiento y
transformacién en humanos TGFa, una proteina tipica del
tipo FCE que puede ser tomada de la base de datos de
proteinas (4tgf), este bucle forma una estructura conocida
como “b-hairpin” (Kline et al., 1990), el cual esta ex-
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Figura 1. En la parte superior se muestra la secuencia del tercer dominio tipo FCE de la proteina Pfs25, y se encuentra subrayado
el fragmento reconocido por el anticuerpo 4B7 (epitope). En la parte inferior se muestra un resumen del andlisis de estructura,
por los tres métodos utilizados, para la secuencia del epitope.
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Figura 2. A partir de la secuencia original de la proteina Pfs25 (@), con los posibles enlaces de hidrogeno y el giro b SNPV,
se reemplaza uno de los enlaces de hidrégeno de las cisteinas por el mimo covalente de hidrazona, bucle-12, usando los ligandos
Jy Z (b,c); el siguiente disefio es un bucle mas largo, bucle-16, conservando el giro original (d). Por dltimo se muestra
el disefio del bucle-10 que contiene el giro b TSNP de la prediccion GORBTURN (e).

puesta a solvente en una de sus caras mientras su lado
opuesto esta parcialmente oculto. Estos bucles se carac-
terizan por un patron de residuos de cisteina en la base
del bucle que definen las estructuras tipo FCE ya resuel-
tas (enlaces disulfuro entre las cisteinas 1-3, 2-4y 5-6, y
la formacion de puentes de hidrégeno entre las hebras b
antiparalelas que forman los bucles “b-hairpin”). Con base
en lo anterior, se decidid restringir conformaciona mente
los péptidos del bucle B de la proteina Pfs25
(CILDTSNPVKTGVC) a “b-hairpins”, y se usb este pro-
totipo de estructura como una guia para sustituir los enla-
ces de hidrégeno con los mimos covalentes de hidrazona

en la construccion de los modelos (como se indica en la
figura 2).

Para la sintesis de los péptidos con restricciéon
conformacional a bucle, se sintetizé un disefio que pre-
sentaba el giro b en la secuencia TSNP (prediccion fuerte
del algoritmo GORBTURN, bucle-10), y dos disefios que
tomaban como base el giro b en la secuencia SNPV gene-
rado a unir naturalmente las cisteinas de |la secuencia
original (bucle-12, bucle-16). Adicionalmente, se sinteti-
zaron como referencia los péptidos sin restriccién
conformacional (lineal-10, lineal-12) analogos a los di-

Tabla 1. Péptidos sintetizados para |os ensayos de antigenicidad

Péptido Residuos Secuencia GiroB
Lineal-10 10 Ac-G---ILDTSNPVKT---------- GGC
Bucle-10 10 N ILDTSNPVKT--------- GzC TSNP
Lineal-12 12 Ac-G---ILDTSNPVKTGV-----GGC
Bucle-12 12 N ILDTSNPVKTGV-----GZC SNPV
Bucle-16 16 J---KCILDTSNPVKTGVCS--GZC SNPV
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sefios conformacionales. En la tabla 1 se muestran los
péptidos sintetizados para el presente trabajo, en donde
el ndmero de residuos del bucle se refiere a los
aminoacidos pertenecientes a la secuencia de la proteina
y el simbolo Ac de los péptidos sin restriccién
conformacional indica que el péptido es acetilado en su
funcién amino primaria.

Inicialmente, se llevo a cabo un ensayo de ELISA en
donde se usaron como antigenos el bucle-10 (giro b en
TSNP), su correspondiente péptido lineal-10, y la protei-
na recombinante yPfs25, frente al anticuerpo monoclonal
ascitico 4B7. En el ensayo se observé una muy fuerte
reaccion del anticuerpo 4B7 con el bucle-10, una fuerte
reaccion con la proteina yPfs25, y muy poca reaccién con
el péptido lineal-10 (figura 3-a). No se tomaron dilucio-
nes menores a 1/4000 para este ensayo debido a que el
bucle-10 presenta valores fuera del rango de lectura del
lector de ELISA. Se determinaron titulos de anticuerpo de
256000 para €l bucle-10, de 128000 para la proteina
yPfs25 y de 1000 para el péptido lineal-10. Este resulta-
do se puede interpretar como consecuencia de una mayor
concentracion de moléculas de la secuencia blanco del
anticuerpo 4B7 en los 0.2 mg del bucle-10 que en lamis-
ma cantidad de microgramos de la proteina recombinante
yPfs25.

Luego, se llevd a cabo un segundo ensayo de ELISA
utilizando los antigenos bucle-10 (tomado como referen-
cia), bucle-12 (girob en SNPV), bucle-16 (giro b en SNPV)
y €l correspondiente péptido lineal-12, frente a un suero
de congjo antigametos. No se utilizé la proteina yPfs25
debido a que presentaba valores de densidad Gptica fuera
del rango de lectura del lector de ELISA a diluciones
menores a 1/2560, mientras el bucle-10 presentaba valo-
res muy bajos a esta dilucién, haciendo poco Util el traba-
jo a estas altas diluciones para comparar los bucles
disefiados. En este ensayo se realizaron diluciones seria-
les de 1/20 hasta 1/640 del suero de cojeno antigametos y
se observé una fuerte reaccion del suero antigametos con
el bucle-10, una reaccion mediana con el bucle-12 y €l
bucle-16, y una baja reaccién con el péptido lineal-12
(figura 3-h).

La preferencia conformacional del anticuerpo
monoclonal ascitico 4B7, que reconoce el epitope
conformacional de la proteina Pfs25, y de los anticuerpos
antigameto, presentes en el suero de conejo, por €l bucle-
10 fue claramente evidente. La importancia de lo observa-
do radica en que se pueden alcanzar significativos
incrementos en la antigenicidad cuando se constrifie el
péptido a imitar la estructura en bucle tipo “b-hairpin” en
la secuencia de la proteina Pfs25 reconocida por el anti-
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Figura 3. Titulos de ELISA del anticuerpo ascitico 4B7 (Fig. 2-a) y del suero de conejo antigameto (Fig.2-b) con péptidos lineales y con
restriccion conformacional a bucle unidos a maleimida-BSA.
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cuerpo. Adicionalmente, el anticuerpo monoclonal ascitico
neutralizante 4B7 se une mejor a bucle-10 disefiado y sin-
tetizado con base en la prediccion del algoritmo
GORBTURN. Esto demuestra que se puede utilizar este
algoritmo de prediccion como herramienta Util para sinte-
tizar péptidos con restriccion conformacional a bucle que
puedan ser distinguidas por un anticuerpo. Sin embargo,
los bucles en general y los del tipo “b-hairpin” en particu-
lar, pueden venir en muchas formas y no hay garantia de
que nuestro modelo haya identificado la mejor estructura
objetivo de los anticuerpos. Esto nos lleva a deducir que
existe la posibilidad de identificar un mejor mimo de la
estructura objetivo a través de una sustitucion sistematica
de todos los posibles puentes de hidrégeno susceptibles de
ser reemplazados con mimos covalentes de hidrazona.

Del presente trabajo podemos extraer las siguientes
conclusiones: (i) que el bucle-10 fue el mejor mimo
conformacional del epitope de la proteina nativa Pfs25;
(ii) que los perfiles de unién a péptidos lineales y con
restriccion conformacional se pueden usar para caracteri-
zar la respuesta inmune a epitopes especificos
neutralizantes; (iii) que el método de prediccion de es-
tructura GORBTURN es una buena herramienta para usar
como guia en el disefio y sintesis de péptidos con restric-
cion conformacional a bucle.
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