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Resumen

Objetivo: Estudiar la proteina Plasmodium falciparum Normocyte Binding Protein-1 (PfNBP-1), partiendo de un
método de caracterizacion fisico-matematica desarrollado previamente para péptidos de alta uniéon del merozoito
de malaria al eritrocito. Materiales y métodos: Se tomaron 21 péptidos con tamafio de 20 aminoacidos no
sobrelapados de los cuales dos son de alta unién, se cuantificé la frecuencia de aparicion de los 20 aminoacidos
esenciales en cada posicion y se calcul6 la probabilidad, sumatoria de probabilidad y la entropia con el objetivo
de diferenciar matematicamente los péptidos de alta y baja unién. Posteriormente se calcularon los mismos
valores para péptidos tedricos andlogos, en los que fueron cambiados por glicinas los aminoacidos criticos
confirmados experimentalmente. Resultados: Los péptidos de PINBP-1 comprobados experimentalmente de
alta unioén, presentaron valores de probabilidad, sumatoria de probabilidad y entropia ubicados dentro del
macroestado de unién y sus péptidos teéricos andlogos presentaron resultados que se diferenciaban cada vez
mas del macroestado de unidon a medida que se reemplazaban aminoacidos criticos por glicinas. En cuanto a
las secuencias de no uniéon de PfNBP-1, se encontré que los valores calculados son diferentes a los asociados al
macroestado de unién, comprobando que en el 100 % de casos estudiados es posible diferenciar los péptidos
de no unién y alta unién matematicamente. Conclusiones: La probabilidad y la entropia permiten caracterizar
adecuadamente los péptidos de alta unién de PENBP-1, y evidenciar el orden matematico subyacente al proceso
de unién de proteinas de malaria.

Palabras clave: Eritrocito, sitios de unidn, péptidos, probabilidad. (Fuente: DeCS, Bireme).

Abstract

Objective: To study the Plasmodium falciparum Normocyte Binding Protein-1 (PfNBP-1) based on a of physical-
mathematical characterization method previously developed for high binding peptides of malaria merozoite to
erythrocyte. Materials and methods: 21 non overlapped peptides with size of 20 amino acids, including two
of high binding were taken; the frequency of occurrence of the 20 essential amino acids in each position was
quantified and probability, summation of probability and entropy were calculated in order to mathematically
differentiate high andlow binding peptides. Later the same values were calculated for theoretical analogs peptides,
where the critical amino acids confirmed experimentally were changed by glycine. Results: The experimentally
validated high binding peptides of PENBP-1 showed values of probability, summation of probability and entropy
located within the binding macrostate peptides and their theoretical analogues peptides presented results
that differed increasingly of the binding macrostate as critical amino acids were replaced by glycine. For the
PfNBP-1 sequences of non-binding, it was found that the calculated values are different from those associated
with the macrostate of binding and it was verified that in 100% of studied cases it is possible to mathematically
differentiate binding and non-binding peptides. Conclusions: The probability and entropy allow to adequately
characterize the high-binding peptides of PINBP-1 and show the mathematical order underlying the process of
protein binding of malaria to the erythrocyte.

Key words: Erythrocyte, binding sites, peptides, probability. (Source: DeCS, Bireme).

Introduccion glébulos rojos dentro de un ciclo denominado

eritrocitico, en un proceso de invasién mediado

La malaria es una enfermedad producida por por interacciones especificas receptor-ligando

el parasito Plasmodium y afecta principalmente que intervienen y hacen posible que el merozoito

las poblaciones de regiones tropicales y reconozca, se una y se oriente hacia el interior
subtropicales.,, En esta enfermedad el del glébulo rojo.,

merozoito del Plasmodium falciparum ataca a los

[189]



Universidad y Salud

Plasmodium falciparum Normocyte Binding
Protein-1 (PfNBP-1) es una proteina del P
falciparum, homologa de la proteina PvRBPs
de Plasmodium vivax. PINBP-1 se expresa en
la zona apical de los merozoitos y se une a la
membrana del eritrocito, a un receptor aun no
caracterizado. Por lo tanto, PINBP-1 parece ser
un ligando de una via de invasion alternativa.
Dos cepas de P falciparum con mutaciones
especificas en PINBP-1 no son capaces de invadir
al eritrocito por esta via; esto tiene implicaciones
para la comprension del proceso de invasion y el
desarrollo de vacunas dirigidas al bloqueo de la
invasion a eritrocitos., ,

La teoria de la probabilidad es un sistema que
permite cuantificar la posibilidad de ocurrencia
de un evento en el futuro. Esta teoria matematica
tiene muchas aplicaciones ya que muchos
sucesos de la naturaleza son altamente variables
y so6lo con el lenguaje de las probabilidades
pueden ser cuantificados. La probabilidad varia
en el rango real de cero a uno, donde cero indica
la imposibilidad de la ocurrencia de un evento
y uno sefala la total seguridad de que éste
suceda., ,,

Por otra parte la definicibn de entropia
ha evolucionado, desde el contexto de la
termodindmica y la teoria cinética de los gases
hasta el desarrollo de la mecanica estadistica.
Boltzmann la define como una medida
proporcional al logaritmo del nudmero de
microestados. Los conceptos de macroestados
y microestados fueron formulados para
caracterizar el estado de sistemas como el
gaseoso, constituidos por un nimero de cuerpos
de orden del nimero de Avogadro, (10%).,

El macroestado determina una distribucién
general del sistema y el microestado hace
referencia a las diferentes configuraciones
particulares que posee un sistema en estado
de equilibrio para conservarse sin cambios
macroscopicamente. Asi mismo en los sistemas
en equilibrio, la entropia aumenta de manera

proporcional a su nimero de microestados.,, ,,
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En la mecanica estadistica, de la que hace parte
la termodindmica, se redefinié la entropia y se
generalizé para los sistemas que no estan en
equilibrio a partir de medir las probabilidades de
distribucion microscdpica,lo que es proporcional
a sumar los productos de la probabilidad de cada
microestado por su logaritmo natural, siendo
la constante de Boltzmann la constante de
proporcionalidad.,,

En este mismo sentido, en el contexto de la
teoria de la informaciéon, Shannon reformuld
la ecuaciéon de la entropia para determinar
la cantidad de informacién contenida en un
mensaje, de tal modo que la entropia equivale
a la medida objetiva de la informaciéon de un
sistema. ,

Dada la utilidad de la teoria de la probabilidad
y la ley de la entropia, han sido aplicadas a
una amplia gama de tdpicos, entre ellos en
la determinaciéon de los macroestados de
uniéon y no uniéon de péptidos pertenecientes
a proteinas de Plasmodium falciparum con
papeles claves en la invasién al eritrocito
humano. En efecto, se aplicaron en el desarrollo
de una metodologia de caracterizacién de los 79
péptidos no sobrelapados de MSP-1, la cual fue
posteriormente aplicada a las 61 secuencias de
EBA-140, 25 de MSA-2 y 31 de AMA-1. , .
Para cada uno de los trabajos con estas
proteinas se partié de la construccion de un
espacio de probabilidad no equiprobable con
base en los péptidos de alta union, en el que
se cuantifica para secuencias peptidicas de
20 aminoéacidos, la probabilidad de apariciéon
de cada aminoacido en cada una de las 20
posiciones, calculando valores de sumatoria
de probabilidad, probabilidad y entropia para
todas las secuencias y encontrando que para las
secuencias comprobadas experimentalmente de
alta unidn, estos valores varian entre los rangos
asociados al macroestado unién, mientras que
paratodoslospéptidos comprobadosdenounién
se encuentran fuera de los rangos asociados al



macroestado de unién. La diferenciacién de los
péptidos de unién y no uniéon, segin estudios
experimentales ha sido 100% acertada en todas
las proteinas estudiadas.

Adicionalmente, en el caso de EBA-140, se
realizaron los mismos calculos para péptidos
tedricos andlogos, donde se cambiaron
por glicinas aminoacidos comprobados
experimentalmente como criticos, con el fin
de evaluar desde estas leyes, la modificacion
de los valores de sumatoria de probabilidad,
probabilidad y entropia respecto a los
valores del péptido original, determinando
las implicaciones del remplazo de uno o mas
aminoacidos criticos.,,

Teniendo en cuenta que PfNBP-1 es clave en la
invasiéndel parasitoaleritrocito,sehanrealizado
estudios experimentales para determinar las
secuencias que podrian incluirse en una vacuna
que bloquee la invasiéon de Plasmodium al
eritrocito, en efecto se ha encontrado que la cepa
7G8 de PfNBP-1, consta de 21 aminoacidos, de
los cuales 2 son de alta union al eritrocito., .

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar
matematicamente los péptidos de la proteina
PfNBP-1, diferenciando péptidos de unién y no
unidn al eritrocito con base en las metodologias
previamente desarrolladas a partir de la teoria
de la probabilidad y la ley de la entropia, asi
como caracterizar matematicamente péptidos
tedricos analogos en los cuales se remplazaran
aminoacidos criticos por glicinas.

Definiciones

Macroestado unidn: conjunto de secuencias
reconocidas como de alta union.

Macroestado no union: conjunto de secuencias
reconocidas por no presentar alta union.

Microestados: cualquier secuencia de veinte
aminoacidos.
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Probabilidad laplaciana [P(Ai)]: la
probabilidad de un aminoacido A en una posiciéon
especifica i es definida como la frecuencia de
apariciéon de este aminoacido en dicha posicion
dividido entre el total de aminoacidos.,

Frecuencia de aparicion del aminoacido 4 en la posicioni
Total de aminoacidos

(1)

Pt )= 4

Sumatoria de probabilidad (SumP): para cada
secuencia especifica, resulta de la suma de la
probabilidad de los aminoacidos componentes
de la secuencia por posicidn especifica.

20
SumpP = E P(4;) (2)
=1

Probabilidad de wuna secuencia [P(S)]:
multiplicacion de la probabilidad de los
aminoacidos componentes de la secuencia por
posicion especifica i,

20
PS=[[PA,) ©3)
i=1

Entropia (S): dado un sistema de microestados
no equiprobables, la entropia de un péptido se
define como:

20
S = kE P(A. )x LnP(4,) (4)
i=1

Donde k es la constante de Boltzmann [1,38 x
102 (J/K)], S el valor de la entropia y P(Ai) el
valor de la probabilidad del aminoacido A en la

posiciéni.,
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Materiales y métodos

La metodologia empleada en el presente estudio
se basa en dos estudios previos, en los cuales
se caracterizaron los péptidos de alta unién de
las proteinas MSP-1 y EBA-140, mediante las
leyes de la probabilidad y la entropia, ademas
en el segundo se realizaron calculos de péptidos
tedricos analogos., ,,
Se tomaron las secuencias de 20 aminoacidos de
los 21 péptidos no sobrelapados de la proteina
PfNBP-1, de los cuales dos son de alta union,
segin se ha confirmado experimentalmente.,
Mediante la construccion de un espacio de
probabilidad no equiprobable, se calcul6 la
frecuencia de apariciéon de cada uno de los 20
aminodacidos en cada una de las 20 posiciones
para los péptidos de alta unién; posteriormente
se evalud la probabilidad de cada aminoacido
en cada posicion, a través del calculo de la
probabilidad laplaciana, ecuacién (1). De forma
simultanea, en otro espacio muestral se realizd
la cuantificacidn de la probabilidad de apariciéon
de cada aminodacido en cada posicién para los
péptidos experimentalmente hallados de no
union.

Se realizaron los cdlculos de sumatoria de
probabilidad ecuacion (2), probabilidad de
secuencia ecuacion (3) y entropia ecuacién (4)
para cada uno de los 21 péptidos de la proteina
PfNBP-1, a partir de los valores obtenidos del
espacio de probabilidad construido; de esta
forma se evalu6 la probabilidad de pertenencia
al macroestado de unién para cada secuencia
especifica.

Por ultimo se construyeron péptidos tedricos
reemplazando consecutivamente por glicinas
los aminodacidos conocidos como criticos segin
estudios experimentales, en las secuencias de
alta unioén, de forma que por cada reemplazo se
obtuvo un péptido analogo al péptido original.
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Sobre estos péptidos andlogos tedricos se
realizaron los mismos calculos de sumatoria
de probabilidad, probabilidad de secuencia y
entropia planteados y los valores obtenidos se
estudiaron conrespectoaloslimites matematicos
del macroestado de uniéon, determinando si hay
un aumento, disminucién o no hay cambios en
los valores evaluados al remplazar uno, luego
dos, luego tres, etc., aminoacidos criticos en los
péptidos.

Resultados y discusion

Respecto a las secuencias del macroestado
de uni6on se evidencié que las frecuencias de
aparicién para los veinte aminoacidos en todas
las posiciones se encontraron entre cero, para
los aminoacidos Arginina (R), Histidina (H),
Prolina (P) y Glicina (G), y siete para la Lisina (K)
(ver tabla 1), mientras que para las secuencias
asociadas al macroestado de no unién variaron
entre cero y 67, valores correspondientes a los
aminodacidos Triptéfano (W) y Asparagina (N),
respectivamente (Tabla 1).

En el macroestado de union, el nimero de
repeticiones de un mismo aminoacido nunca
fue mayor a uno (ver tabla 1), en cambio, para el
macroestado de no unién se presentaron hasta
siete repeticiones de un mismo aminoacido en
una posiciéon, ndmero que correspondié a la
Asparagina (N) en las posiciones 17, 18 y 20 (no
se muestran datos).

Para las secuencias asociadas al macroestado de
unidn, los valores de la probabilidad Laplaciana
variaronenunrangodeceroa(,025,encontrando
360 posiciones con un valor de cero de las 400
totales y 0,025 en las 40 restantes (Tabla 1).
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Tabla 1. Calculos de probabilidad laplaciana para los 20 aminoacidos por posicion del
macroestado de union para la proteina PINBP-1

Posicion M

0,025

0,025

0,025

0,025

0,025

0,025

0,025 0,025

0,025

0,025

0,025 0,025

0,025

0,025

0,025 0,025

0,025

0,025

10 0,025

0,025

11 0,025

0,025

12

0,025 0,025

13 0,025

0,025

14 0,025

0,025

15 0,025 0,025

16 0,025 0,025

17

0,025 0,025

18 0,025

0,025

19

0,025 0,025

20

0,025 0,025

Total 0,025| 0,05, 0,150,025 0,1/ 0,025 0,025

0,05

0,1 0,175 0,075 0,075 0,125

Los espacios en blanco corresponden a probabilidades de aparicién igual a cero

El valor de la probabilidad fue de 9,09E-33, la
sumatoria de probabilidad de 0,5 y la entropia
de 2,55E-23 para las dos secuencias especificas
del macroestado unién y para las secuencias
del macroestado de no unién la probabilidad
se encontrd entre cero y uno, sumatoria de
probabilidad entre cero y 0,15 y entropia entre
ceroy 7,64E-24 (Tabla 2).

Estosignificaquelassecuencias que previamente
de manera experimental habian sido definidas
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como secuencias de alta unién, presentaron
resultados de probabilidad, sumatoria de
probabilidad y entropia dentro del macroestado
union mientras que los valores para los péptidos
que no son de alta unién se encuentran fuera de
losrangos asociadosal macroestado de unién. En
otras palabras, se determinaron caracteristicas
fisico-matematicas que diferencian el estado
de unién del estado de no unidn, a partir de la
metodologia aplicada.
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Tabla 2. Valores maximos y minimos de probabilidad, sumatoria de probabilidad y
entropia para los macroestados de unién y de no unidn, para la proteina PfNBP-1

Probabilidad Sumatoria de probabilidad Entropia
., Min 9,09E-33 0,5 2,55E-23
Macroestado de uniéon
Max 9,09E-33 0,5 2,55E-23
. Min 0 0 0
Macroestado de no unién
Max 1 0,15 7,64E-24

Para las 11 secuencias tedricas del péptido
26332, los valores de probabilidad variaron
entre 3,64E-31y 3,73E-23, los de sumatoria de
probabilidad entre 0,35y 0,475 y los de entropia
entre 1,78E-23 y 2,42E-23. Las 11 secuencias
tedricas presentaron valores menores al péptido
original, los cuales fueron disminuyendo
progresivamente y alejdandose de los valores
del macroestado de unidon, a medida que se
remplazaban mas aminoacidos criticos por
Glicinas (Tabla 3).

Para las cinco secuencias tedricas del péptido
26336, los valores de probabilidad variaron
entre 5,82E-28 y 3,64E-31, los de sumatoria de
probabilidad entre 0,425y 0,475 ylos de entropia
entre 2,16E-23 y 2,42E-23. Todas presentaron
valores menores al péptido original; a medida
que se cambiaron uno, dos y tres aminoacidos
criticos por Glicinas, los valores de probabilidad,
sumatoria de probabilidad y entropia eran mas
lejanos de los valores del macroestado de unién
(Tabla 3).

Tabla 3. Mutaciones tedricas de los péptidos de uniéon 26332y 26336

Péptido Secuencia Probabilidad  Sumatoria de probabilidad Entropia
26332 VFINDLDTYQYEYYFYEWNQ 9,09E-33 0,5 2,55E-23
Mut 1 VGINDLDTYQYEYYFYEWNQ 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 2 VFINDLDTYQYGYYFYEWNQ 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 3 VFINDLDTYQYEGYFYEWNQ 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 4 VFINDLDTYQYEYYFYGWNQ 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 5 VFINDLDTYQYEYYFYEGNQ 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 6 VFINDLDTYQYEYYFYEWGQ 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 7 VGINDLDTYQYGYYFYEWNQ 1,46E-29 0,45 2,29E-23
Mut 8 VGINDLDTYQYGGYFYEWNQ 5,82E-28 0,425 2,16E-23
Mut 9 VGINDLDTYQYGGYFYGWNQ 2,33E-26 0,4 2,04E-23
Mut 10 VGINDLDTYQYGGYFYGGNQ 9,31E-25 0,375 1,91E-23
Mut 11 VGINDLDTYQYGGYFYGGGQ 3,73E-23 0,35 1,78E-23
26336 TKETYLKELNKKKMLQNKK 9,09E-33 0,5 2,55E-23
Mut 1 TKETYLKGLNKKKMLQNKK 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 2 TKETYLKEGNKKKMLQNKK 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 3 TKETYLKELNGKKMLQNKK 3,64E-31 0,475 2,42E-23
Mut 4 TKETYLKGGNKKKMLQNKK 1,46E-29 0,45 2,29E-23
Mut 5 NTKETYLKGGNGKKMLQNKK 5,82E-28 0,425 2,16E-23

Nota: Los resaltados en negrilla son los aminoacidos que fueron cambiados en cada mutacién
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Este es el primer trabajo en el que se caracteriza
matematicamente la especificidad de uni6on de
secuencias no sobrelapadas de 20 aminoacidos
de la proteina PfNBP-1 del merozoito del P.
falciparum, mediante la aplicacién de la teoria de
laprobabilidadylaley delaentropia,al establecer
un espacio de probabilidad no equiprobable
que permiti6 cuantificar la aparicion de
cualquier aminoacido en cualquier posicion de
las secuencias estudiadas, determinando dos
macroestados, uno conformado por secuencias
de alta union al eritrocito y otro con secuencias
que no lo son, con valores de probabilidad,
sumatoria de probabilidad y entropia que
claramente diferencian los dos macroestados.

Este trabajo, junto con los estudios realizados
previamente a las proteinas MSP-1, EBA-
140, MSA-2 y AMA-1 evidencian que esta
metodologia permite una caracterizacién
objetiva del fendmeno de unién, revelando una
auto-organizaciéon matematica no equiprobable
de las secuencias peptidicas.,, ,,
Del mismo modo las mutaciones tedricas
realizadas en los péptidos conocidos
experimentalmente como de alta unidén, al
sustituir aminodcidos criticos por glicinas
revelaron a través de cambios en los valores
calculados, que hay un orden matematico
subyacente al fendmeno de unién del merozoito
al eritrocito, evidenciando que los cambios
consecutivos de estos aminoacidos presentan
valores que se alejan progresivamente de los
valores asociados al macroestado de unidn.

Esto confirma una vez mas, la importancia de
realizar experimentos tedricos basados en leyes,
dado que no solo economizan recursos sino que
permiten hacer generalizaciones. Los trabajos
empiricos que se han venido realizando acerca
de este tipo de procesos son de gran utilidad,
sin embargo requieren numerosas pruebas de
ensayo y error., Existen también, metodologias
de simulaciéon computacional que con base a la
informacion experimental, buscan relaciones
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entre las secuencias de unién y de éstas con
las proteinas presentadoras y a partir de ello,
cuantifican la capacidad de unién de un péptido
dado, cuyas medidas dependen de la muestra de
estudio y el analisis empleado., ,,
El enfoque de este estudio, asi como en la
fisica tedrica donde lo que importa es el orden
acausal del fendmeno y no las causas, permitié
caracterizar y diferenciar matematicamente
secuencias de unién y de no unidn, al observarlas
como secuencias numéricas de probabilidades
y no como secuencias de aminodcidos,
simplificando con ello, detalles como las
caracteristicas bioquimicas y motivos de los
péptidos, contribuyendo a una comprension
objetiva y reproducible del fen6meno de unién
de péptidos.,, Metodologias como la planteada
en esta investigacién, constituyen una base
esencial para el estudio de la malaria de forma
tedrica y eficiente, sin necesidad de andlisis
estadjisticos.

Otros trabajos desde esta perspectiva fisico-
matematica han permitido el desarrollo de
teorias predictivas de la uniéon de péptidos al
HLA clase II y al eritrocito, la primera con un
porcentaje de acierto del 100% de los péptidos
evaluados y la segunda con una sensibilidad del
95% y una especificidad del 90%, comparada
con resultados experimentales, resultados que
facilitarian la escogencia de péptidos claves en el
desarrollo de vacunas.,,,,

En otros ambitos de la investigacion médica,
como la prediccion de epidemias, la morfometria
celular o la dindmica cardiaca, el uso de teorias
de la fisica o la matematica, también ha facilitado
el desarrollo de metodologias objetivas de
evaluacién y predicciéon diagnostica; tal es
el caso de una nueva metodologia predictiva
de linfocitos T CD4 con base en el conteo de
leucocitos y linfocitos disponibles en el cuadro
hematico, atil para el seguimiento y la planeacién
de los tratamientos de los pacientes con VIH/
SIDA.,,
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En morfometria celular se desarrolld6 una

generalizacién diagndstica cuantitativa de
aplicacion clinica que diferencia células
normales, pre neoplasicas y neoplasicas,

solucionando la indeterminaciéon diagnostica
de las células ASCUS., Los conceptos de AMI
y geometria fractal sirvieron para obtener el
conjunto de posibles prototipos arteriales sanos
y enfermos en el proceso de restenosis.,,

En el campo de la cardiologia, mediante el
calculo de las proporciones de la entropia de
atractores cardiacos se lograron diferenciar
dindmicas cardiacas normales, con enfermedad
crénica o aguda, asi como la evoluciéon entre
cada uno de estos estados; metodologia que
fue aplicada posteriormente al estudio de la
evolucién de la dindmica cardiaca de pacientes
en la unidad de cuidados coronarios, mostrando
que su uso permitiria evaluar objetivamente
el impacto de intervenciones quirurgicas y/o
farmacoldgicas, constituyendo una medida de
caracter preventivo., .,
Desde la teoria de sistemas dindmicos se
establecié una ley matematica exponencial de la
dindmica cadtica cardiaca de aplicacion clinica
que logra diferenciar normalidad de enfermedad
y la evolucion entre las dos.,, Recientemente en
este campo se desarrolld una metodologia de
ayuda diagnéstica del ventriculograma cardiaco
izquierdo que permite evaluar de forma precisa
y objetiva la evolucién de un ventriculograma
hacia la normalidad o la enfermedad.,,

En salud publica, el calculo de los valores de
probabilidad, entropia y restas de la relacién
S/k de grupos de tres semanas epidemiolégicas,
permitieron predecir brotes de malaria en
820 municipios de Colombia.,, Estos trabajos
evidencian la importancia y utilidad del uso
de aproximaciones estrictamente fisicas
y matematicas a los fendémenos médicos,
para ampliar su comprensiéon y desarrollar
metodologias de medicién de aplicacion practica.
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