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THEORY OF MALARIA PEPTIDES WITH HIGH-AFFINITY BINDING TO RED BLOOD CELLS.
THEORETICAL PREDICTIONS OF NEW BINDING PEPTIDES AND

RESUMEN

El método de ensayo y error experimental ha sido usado para estudiar
la capacidad de unién a receptores del globulo rojo de péptidos de protei-
nas del merozoito. Caracterizaciones fisicas y matematicas con la proba-
bilidad y la entropia han diferenciado objetivamente péptidos de alta unién
de los que no lo son.

Se seleccionaron 5 péptidos tedricos y 40 pertenecientes a cuatro pro-
teinas de superficie del merozoito. Se realizé una induccién calculando la
probabilidad de aparicién de aminoacidos por grupos, y agrupados con-
secutivamente de a dos, construyendo un espacio de probabilidad con los
péptidos de alta unién y otro con los péptidos que no se unen, se calcula-
ron los valores que predicen cuando un péptido es o no de alta unién. Se
cuantificaron los 116 péptidos que no presentaron alta unién de las mismas
proteinas, confirmando los valores predictivos. Se calcularon los valores
predictivos para los péptidos sobrelapados de la MSP-2, se realizaron medi-
das de desempefio de las predicciones respecto a los hallazgos experimen-
tales. Se realizaron mutaciones teéricas de un péptido de alta unién cal-
culando para cada mutacién los valores predictivos.

Se desarroll6 una metodologia predictiva para proteinas de superficie
del merozoito a receptores del globulo rojo, encontrando una sensibilidad
del 95% y una especificidad del 90%, segtin resultados experimentales.

El desarrollo de una teorfa fundamentada en un orden fisico y mate-
matico acausal reemplazando el lenguaje de la biologfa molecular y el méto-
do ensayo-error por un experimento mental, leyes fisico-mateméticas y una
induccién tedrica permitio crear predicciones eficaces de los experimentos.
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ABSTRACT

The trial-error method has been used to study the binding capacity
of peptides from merozoite proteins to red blood cell receptors.

Physical-mathematical characterizations with probability and entropy
have differentiated in an objective way high-affinity binding peptides
from those that do not bind.

Five theoretical peptides and 40 peptides from 4 merozoite surface
proteins were selected. An induction was made by calculating the pro-
bability of grouped amino acids to happen, and consecutively that of two
amino acids. By building a sample probability space with high-affinity
binding peptides and another one with non-binding peptides, the pre-
dictive values for high-affinity and non-binding peptides was calculated.
One hundred and sixteen non-binding peptides from the same proteins
were quantified, confirming predictive values. The predictive values for
overlapped peptides from MSP-2 were calculated, and some performan-
ce measures for predictions were quantified. Theoretical mutations for
one high-affinity binding peptide were constructed, quantifying for each
mutation the predictive values.

A predictive methodology for the binding of merozoite surface pro-
teins to red blood cell receptors was developed, with 95% sensibility, and
90% specificity, with respect to experimental results.

The development of an a-causal theory founded in a physical-mat-
hematical order, which replaced the molecular biology language and the
assay-error method for a mental experiment, physical-mathematical laws
and one theoretical induction lead to the creation of effective predictions
of the experiments.

KEY WORDS: Probability / Merozoite / High binding / Conditional pro-
bability / Malaria.
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INTRODUCCION

En un experimento dado, el grupo de todos sus posibles
resultados es llamado espacio muestral y la posibilidad de
ocurrencia de los eventos que se encuentran contenidos
dentro del espacio muestral es cuantificada a través de una
medida matematica adimensional denominada probabilidad®?.

La malaria es la més importante infeccion parasitaria en
adultos, registrandose en todo el mundo 500 millones de
ataques clinicos y 1 millén de muertes al afio, principalmente
en el Africa Subsahariana®. Para mejorar el control de
esta epidemia en las regiones afectadas, la World Health
Organization (WHO) propugna el desarrollo de sistemas
de alerta temprana sobre la base de la evaluacion de la
vulnerabilidad, prondsticos del clima y vigilancia ambiental®.
Producida por protozoarios del género Plasmodium y
transmitida entre sujetos humanos por mosquitos anofelinos,
la malaria representa uno de los mayores retos de control
en Salud Publica a nivel mundial®. Su ciclo eritrocitico esta
caracterizado por la invasién periédica de merozoitos a los
eritrocitos. Dicho proceso requiere el reconocimiento, union,
orientacion e interiorizaciéon del merozoito dentro del
eritrocito; estos procesos de vital importancia son analizados
como interacciones receptor-ligando de alta especificidad
bio-molecular®.

La proteina 2 de superficie del merozoito (MSP-2), una
glicoproteina de 35456 kDa, es la segunda molécula principal
presente en la superficie del merozoito del P. Falciparum®9.
Es expresada doce horas antes de la invasion del merozoito
y sumaxima concentracion es observada 42 horas después
de la invasién®1. EI MSP-2 es un antigeno candidato para
vacunas de malaria, comprende repeticiones centrales
altamente polimoérficas flanqueadas por variables de dominio
Unicas y dominios de los terminales N y C conservados‘?.
Dos caracteristicas del MSP-2 son particularmente relevantes
para estudios evolutivos: (a) esta codificado por alelos
altamente divergentes agrupados en dos familias o linajes
dimérficos, FC27 y 3D709 y (b) la diversidad de la secuencia
en MSP-2 claramente obstaculiza su reconocimiento por
anticuerpos naturalmente adquiridos™ e inducidos por
vacunas‘®. Los anticuerpos al MSP-2 naturalmente adquiridos
han sido asociados recientemente con inmunidad clinica en
Africats17,

El antigeno de membrana apical-1 (AMA-1) es una
proteina de superficie de 83-kDa. Esta proteina es expresada
por parasitos intra-eritrociticos maduros y procesada antes
de ser exportada a la superficie del merozoito durante la
ruptura del eritrocito infectado®. Varias lineas de evidencia
incluyendo ensayos de inhibicién de crecimiento in vitro®-
22, inhibicién del procesamiento antigénico mediada por
anticuerpos®, y ensayos sero-epidemiol6gicos®2 evidencian

un rol critico de AMA-1 durante la invasion del merozoito
al eritrocito. Una vacuna que aumentara los niveles de
anticuerpos de AMA-1 podria por tanto reducir el riesgo
de que la infeccién de la malaria causara enfermedad clinica.
Enla actualidad estén siendo evaluadas en ensayos clinicos
en Mali tres vacunas de AMA-1 basadas en adyuvantes,
incluyendo dos vacunas monovalentes diferentes basadas
en AMA-1 derivadas respectivamente de los clones 3D7 y
FVO de P. falciparum®@2?, y una vacuna bivalente que incluye
ambas versiones de AMA-1@),

Después de la reorientacion del parasito, debe activar
el proceso de invasién, y este probablemente incluye
interacciones directas de ligandos en su terminal apical con
receptores del eritrocito; estas adhesinas no han sido definidas,
pero dos familias de proteinas, la familia de proteina DBL®?
y la proteina de unién homdloga del reticulocito del P.
falciparum (PfRh o PfRBL), son los candidatos principales®>
%), Las proteinas DBL incluyen la EBA-140 (también conocida
como BAEBL)®, y otras. Los dominios duales ricos en
cisteinas DBL encontrados en la parte N terminal de la EBA-
140 median la unién a su receptor afin.

Proteinas periféricas son también candidatas de unién
a los receptores de los eritrocitos. Estas proteinas son secretadas
en la vacuola parasit6fora de pardsitos en etapa de esquizonte
y se unen a la superficie de los merozoitos en desarrollo,
al menos en algtin grado, por interaccién con una proteina
anclada por Glucosylfosfatidylinositol (GPI) como la MSP-
1, el grupo MSP-3/-6, la familia MSP-7, y la familia SERA
proteasa®. Estudios sugieren que la MPS-3 es importante
en la progresion de la invasion del merozoito en los eritrocitos.
Ejemplares de Saimiri sciureus inmunizados con la proteina
MSP-3 presentaron una reduccién parcial y total, en algunos
casos, de la parasitemia luego de una infeccién controlada
con P. falciparum®637),

En trabajos previos se ha estudiado la capacidad de
union de péptidos de tamafio de 20 aminoacidos de varias
proteinas del merozoito a los receptores del glébulo rojo,
definiendo la actividad de unién como la cantidad (en pico-
moles) de péptidos que se unieron especificamente a los
eritrocitos por péptido adicionado (en pico-moles), definiendo
la alta unién como una actividad de unién = 2%. Tomando
los péptidos sobrelapados cada 10 aminoécidos de MSP-2,
se encontrd que de las 25 secuencias posibles 3 fueron halladas
experimentalmente de alta unién al eritrocito®. En esta
misma via, fueron sintetizados 31 péptidos no sobrelapados,
cubriendo la longitud total del AMA-1y fueron identificados
ocho péptidos con alta actividad de unién al eritrocito
humano®. Igualmente en un trabajo previo“?, 61 péptidos
del EBA-140 de la cadena 3D7¢? fueron sintetizados en 20
residuos no sobrelapados para determinar su especificidad
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