Articulo original producto de la investigacion

Evaluacion y uso de un péptido sintético para
la deteccion de anticuerpos especificos contra
Plasmodium falciparum

Development and use of a synthetic peptide for the detection of specific
antibodies against Plasmodium falciparum

Sandra M. Barrera', Adriana Cepeda!, Hernando Curtidor*?, Yolanda Silva®

Resumen

Introduccién. La malaria continda siendo una de las enfermedades que causa mayor morbi-
mortalidad a nivel mundial. Por esta razén es importante desarrollar herramientas diagnésti-
cas eficaces que se implementen como estrategias para el control de la enfermedad. Objetivos.
Estandarizar las condiciones del inmunoensayo enzimdtico (ELISA), para la deteccién de IgG
especifica contra Plasmodium falciparum en sueros de pacientes diagnosticados por gota gruesa
con malaria no complicada por P falciparum, empleando como antigeno un extracto proteico
obtenido a partir de cultivo de P falciparum o un péptido sintético derivado de la proteina de
superficie de merozoito GLURP (del inglés: glutamate rich protein). Materiales y métodos. Para
la estandarizacién de la técnica, se utilizaron 22 sueros de pacientes positivos para malaria por 2
Jalciparum y 11 diagnosticados positivos para malaria por P vivax utilizando la técnica de gota
gruesa. Como controles negativos se utilizaron 44 sueros de individuos sanos. Los sueros fueron
probados contra extracto de proteinas del pardsito y el péptido sintético IMT 94 derivado de la
proteina GLURP, para evaluar las concentraciones y las diluciones éptimas de cada componente
del sistema. Para la validacién de la técnica se utilizaron 251 sueros de pacientes positivos para 2
Jalciparum y 44 sueros de individuos sanos, diagnosticados utilizando la técnica de gota gruesa.
Resultados. La técnica estandarizada con el péptido sintético permitié observar diferencia signi-
ficativa en el reconocimiento de sueros de pacientes, controles positivos y negativos por los anti-
genos (extracto de proteinas y péptidos sintéticos). Conclusiones. La metodologia usada permite
identificar la respuestas inmune especifica contra P falciparum.
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Abstract

Introduction. Malaria continues being one of the diseases causing the greatest morbi-mortality around
the world. For that reason, effective diagnostic tools must thus be developed which can be used in
strategies for controlling the disease. Objectives. To standardise enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) conditions for detecting Plasmodium falciparum specific IgG in sera from patients diagnosed
by thick smear as suffering non-complicated malaria caused by P falciparum. A protein extract obtai-
ned from P, falciparum culture or a synthetic peptide derived from glutamate rich protein (GLURP)
merozoite surface protein would be used as antigen. Materials and Methods. 22 serum samples from
patients diagnosed as suffering from P2 falciparum malaria, 11 serum samples from patients diagnosed
as suffering from P vivax and 44 from healthy donors, diagnosed by using the thick smear tecnique
were used for standarising the technique. Serum samples were tested against parasite protein extract
and GLURP-derived IMT 94 synthetic peptide for standardisign optimum dilutions and concentra-
tions for each component in the system. 251 serum samples from patients diagnosed as suffering from
P falciparum malaria and 44 from healthy donors diagnosed by using the thick smear tecnique were
used to validate the technique. Results. The technique led to significant differences being observed in
antigens (protein extract and synthetic peptides) recognising serum from positive and negative patients
and controls. Conclusions. The methodology used led to identifying specific immune response against
P falciparum.

Keywords: Malaria, synthetic peptides, 1gG, Plasmodium falciparum, ELISA, Immunodiagnostic.

Introduccion rias. Los métodos usados tradicionalmente para el

diagnéstico parasitolégico han sido la gota gruesa

La malaria es una enfermedad parasitaria que cons-
tituye un problema importante de salud publica
en todo el mundo, no sélo por sus indices altos de
morbilidad y las tasas de mortalidad, sino también
por el aumento de factores de riesgo asociados con
su transmisién, como son la pobreza, desnutri-
cién, hacinamiento de las poblaciones, migracio-
nes, cambio climdtico, abastecimiento de agua y
resistencia a antimaldricos e insecticidas [1]. Segin
el reporte de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) de 2017, se estima que para el ano 2016 el
nimero de casos de malaria fue de 216 millones y
ocurrieron cerca de 450.000 muertes. Actualmente
la malaria estd presente de forma endémica en 106
paises [2].

La disponibilidad de métodos adecuados de diag-
néstico es de gran importancia en la prevencién,
tratamiento y control de enfermedades parasita-

(prueba de referencia o gold estdndar), el inmu-
nodiagndstico y los inmunoenzimdticos y los ba-
sados en técnicas de biologia molecular. Aunque
se han logrado mejoras con el tiempo, el éxito de
estas pruebas se ha basado en criterios como ren-
tabilidad, sensibilidad, especificidad y sencillez. La
aplicacién de estas pruebas diagndsticas se hace
teniendo en cuenta los requerimientos especificos
de las diferentes poblaciones y objetivos de cada
estudio realizado [3].

La medicién de anticuerpos a través de técnicas
de inmunodiagnéstico puede tener gran valor en
el estudio sero-epidemiolégico masivo para anali-
zar retrospectivamente la evolucién de la malaria,
establecer tasas de endemicidad, determinar pre-
valencia y distribucién por grupos de edad de las
diferentes especies parasitarias y delimitar dreas de
transmisidon de malaria; asi como la identificacién
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y seguimiento de focos de transmisién persistente,
identificacién de especie parasitaria y tamizacion
de donantes de sangre [4].

Los ensayos inmunoenzimdticos, se han conver-
tido en las técnicas mds utilizadas para la detec-
cién de anticuerpos o antigenos circulantes. Estas
pruebas seroldgicas se basan en el uso de antigenos
(crudos o purificados) derivados de los parésitos
de interés. Sin embargo, el uso de preparaciones
en crudo como fuente de antigenos y la presencia
de poli-parasitismo en un mismo individuo puede
llevar a inespecificidad de la prueba, debido princi-
palmente a la presencia de reactividad cruzada con
antigenos propios o de diferentes especies.

El antigeno es por lo tanto el componente clave de
las diferentes pruebas de inmunodiagnéstico. De
tal forma que la identificacién, seleccién y utili-
zaci6én de antigenos purificados o producidos por
ingenierfa molecular o sintesis quimica ha sido un
objetivo reciente en la busqueda de mds sensibili-
dad y especificidad en inmunoensayos y pruebas
inmunodiagnésticas [5]. Las inmunoglobulinas
(Igs) o anticuerpos, constituyen el componente
humoral de la respuesta inmune especifica en to-
dos los vertebrados. En el humano se reconocen
cinco clases o isotipos de lg’s denominados IgG,
IgA, IgM, lgD e IgE, diferenciables gracias a las
propiedades estructurales y antigénicas particulares
de sus cadenas pesadas [6].

La respuesta inmune contra malaria es compleja e
insuficientemente comprendida, pero se sabe que
la malaria induce aumento en la produccién de
IgE e IgG sugiriendo un papel importante en la
patogénesis [6]. Para el diagnostico de malaria se
ha usado principalmente IgG ya que presenta gran
heterogeneidad estructural y funcional (probable-
mente la mds notable de todas las proteinas séricas)
y puede ser cuantificada mediante técnicas inmu-
noquimicas.

Con el 4nimo de obtener una prueba especifica, rd-
pida y de bajo costo para el diagnéstico de malaria
causada por P falciparum, en este trabajo se utiliz6

Plasmodium falciparum

un péptido sintético para confirmar la presencia de
anticuerpos IgG especificos contra P falciparum.
El péptido tiene secuencia especifica para P falci-
parum y es derivado de la proteina de superficie
del merozoito denominada glutamate rich protein
(GLURP) descrita como marcador molecular de
malaria y con propiedades antigénicas [7-9]. En-
contramos que el uso del péptido permite identifi-
car respuestas inmunes especie-especificas diferen-
ciadas contra P falciparum.

Materiales y métodos
Recoleccion de las muestras

Los sueros de 33 pacientes diagnosticados con ma-
laria (22 por P, falciparum y 11 por P vivax) sumi-
nistrados por la Fundacién Instituto de Inmuno-
logia de Colombia (FIDIC) fueron usados como
controles positivos. Como controles negativos se
utilizaron 44 sueros de funcionarios del Instituto
Nacional de Salud (INS), que decidieron partici-
par voluntariamente. Para validar el inmunoensayo
con el péptido sintetico, se probaron 251 sueros de
pacientes positivos para malaria por P falciparum
recolectados en el departamento de Cérdoba (Co-
lombia), entre los anos 2009-2010 por el grupo de
Bioquimica del Instituto Nacional de Salud (INS).
El diagnéstico de todas las muestras se hizo por la
técnica de gota gruesa.

Obtencion de extracto de proteinas del parasito

(Ag)

Para la obtencién del extracto de proteinas del
pardsito en estadio de merozoito se realizé un
cultivo asincrénico con mayor cantidad de for-
mas maduras de Plasmodium falciparum, con
la cepa Colombiana FCB2 (INS, CODIGO
MNL-R03.000.3010-002) [10], utilizando san-
gre humana grupo O Rh+, suspendida al 5%, en
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
HEPES (25mM), NaHCO3 (32mM), glutatién
reducido y suero humano inactivo, de acuerdo con
el método de Trager y Jensen [11]. El crecimiento
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de los pardsitos fue monitoreado por observaciéon
microscépica de extendidos tenidos con Giemsa.
Cuando en el cultivo predominaron mds del 20%
de las formas maduras [12], se inicié la prepara-
cién del antigeno. El sedimento de células parasi-
tadas fue suspendido en 10ml de PBS (1X) estéril y
centrifugado. Este procedimiento se repitié 5 veces
y luego se adicionaron 15ml de saponina al 0,1%,
se centrifug6 a 2800g por 30min a 4°C; se descarté
el sobrenadante y al nuevo sedimento se le realiza-
ron 6 lavados con PBS estéril frio. El sedimento se
resuspendié en 1ml de PBS que contenia un coctel
de inhibidores de proteasas; la solucién se sonicé
por pulsos por Smin y se dejé a 4°C /4h; después
de este tiempo el contenido se centrifugd a 6.000
rpm (2800g) por 30min a 4°C. El sobrenadante
fue esterilizado por filtracién a través de membra-
na de 0,22um, se recolecté en tubos de 0,4ml y se
almacené a 70°C hasta su uso [13].

Obtencion de péptido sintético (IMT 94)

El péptido IMT94 (*'GDKNEKGQHEIVE-
VEEILPEG’") que corresponde a un fragmento
de la proteina GLURP presente en P falciparum
[14, 15], fue sintetizado siguiendo el método de
sintesis de péptidos en fase s6lida (SPPS, por su si-
gla en inglés) [16,17]. Se sigui6 la estrategia t-Boc
y resina metilbencidrilamina (BMHA, por sus si-
glas en inglés) (0.5mequiv/g, Bachem). El péptido
sintetizado se separé de la resina utilizando HE
como ha sido reportado [18] y caracterizado por
RP-HPLC (LaChrom) y espectroscopia de masas
MALDI-TOF (Bruker Daltonics).

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) para deteccion de IgG especifica contra
P. falciparum (extracto-péptido)

La estandarizarizacién de la tecnica de ELISA [19]
para la deteccién de IgG especifica contra P falci-
parum usando como antigenos extracto de protei-
nas del pardsito (Ag) y el péptido sintético IMT94
(GLURP), se realizo en tres fases: se determiné la
concentracién éptima de antigeno (extracto/pépti-

do), la dilucién 6ptima de los sueros (muestras) y
se llevd a cabo andlisis de correlacién y de la repro-
ducibilidad de la técnica utilizando 251 sueros de
pacientes diagnosticados como positivos y mues-
tras negativas para malaria causada por P. falcipa-
rum.

Determinacion de las diluciones éptimas del
suero

Péptido sintético IMT94 (GLURP) y extracto de
proteinas (10pug/mL) [15] se incubaron en pozos
de placas para ELISA (96 pozos) a 37°C por 1h,
18h a 4°C, y de nuevo a 37°C por 1h. Las placas
se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0,05% y se in-
cubaron con 0,5% de leche descremada (5%) en
PBS-Tween 0,05% por 1h a temperatura ambiente
(TA). Los sueros (44 negativos, 22 para Pf'y 11
para Pv) fueron adicionados a la placa por dupli-
cado en diferentes diluciones (1:100, 1:200, 1:300
y 1:400). Se incubd por 1h a 37°C y se lavé 5 ve-
ces con PBS-Tween 0,05% para remover el exceso
de anticuerpo no unido al antigeno. Se adicioné
anticuerpo tipo IgG de cabra anti-IgG humano
acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories) dilui-
do 1:5000, se incubd 1h a 37°C y se realizaron 5
lavados. Se revelé con el kit Microwell Peroxidase
Substrate System (TMB, KPL Laboratories) y se
ley6 la absorbancia a 620nm en un lector de ELI-
SA (Lab Systems Multiskan MS). Como control
de la técnica se utilizé leche descremada al 5% en
PBS y cada ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion de la concentracién optima de
antigeno

Se realizé una prueba de ELISA como la descrita
en el paso anterior utilizando los diferentes sueros
a la dilucién que presenta mejor reconocimiento
de los antigenos y antigeno (Extracto Ag/péptido
IMT94) a tres diferentes concentraciones: 1 pg/
ml, 5 pg/mly 10 pg/ml. Como control de la técni-
ca se utilizd leche descremada al 5% en PBS y cada
ensayo se realizé por triplicado.
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Determinacion del punto de corte

El punto de corte para diferenciar el reconocimien-
to positivo del negativo se calculé como el prome-
dio de las absorbancias de los 44 sueros negativos
para P falciparum + 2 desviaciones estindar.

Estudio de correlacion

Se realizé una prueba de ELISA como la descrita
arriba, utilizando 251 sueros positivos para P fal-
ciparum a la dilucién que presenta mejor recono-
cimiento de los antigenos y fijando el antigeno a
la concentracién determinada que presenta mejor
reconocimiento por los sueros. En este ensayo se
incluyeron 11 sueros negativos para P falciparum 'y
positivos para P vivax (suministrados por FIDIC),
asi como 22 sueros adicionales positivos para P fal-
ciparum y negativos para P vivax. Para determinar
las diferencias en el reconocimiento de los antige-

Plasmodium falciparum

nos (Extracto Ag/péptido IMT94) por parte de los
251 sueros positivos para P falciparum, respecto de
los controles, se utiliz6 el test no-paramétrico de
Kruskal Wallis. Un valor de p<0,05 se consider6
como significativo. Los andlisis estadisticos se rea-
lizaron con el programa SPSS versién 20.

Resultados
Dilucion optima del suero

La dilucién optima del suero, se definié como
aquella dilucién de suero a la cual se observé una
mayor diferencia entre los valores de densidad 6p-
tica (DO) de los sueros positivos y negativos, tanto
para el extracto como para el péptido sintético. Se
observa en la Figura 1 que con los sueros con di-
lucién 1:200 se obtiene diferencias que permiten
definir esta dilucién como la éptima para la reali-
zacién de la prueba.

Figura 1. Determinacién de las diluciones éptimas de suero usando como antigeno extracto proteico. Dilucién optima 1:200.
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Fuente. Elaboracién propia.

Concentracién optima de antigeno

Se estableci la concentracién minima de antigeno
a la cual se observa una mayor diferencia en los va-
lores de DO, entre los sueros positivos y negativos,
sin que variaciones importantes en la concentra-

cién determinaran variaciones significativas en los
valores de DO. La concentracién éptima del anti-
geno tanto para el extracto del pardsito como para
el péptido sintético fue 10pg/ml, como se observa
en la Figura 2.
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Figura 2. Determinacién de la concentracién optima de extracto. Concentracién optima 10 pg/ml
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Estandarizacién final

Los sueros de 251 pacientes positivos para P. falci-
parum y los de 11 pacientes negativos para P falci-
parum y positivos para P vivax se probaron por la
técnica de ELISA en las condiciones ptimas de di-
lucién (1:200) y concentracién de antigeno en 10
pg/ml. Los rangos para los valores de DO obteni-
dos con los sueros negativos fueron de 0,108-0,193

y de 0,066-0,138 para el extracto y el péptido, res-
pectivamente. Con los 251 sueros positivos para
Falciparum, los rangos de DO fueron 0,231-0,751
y 0,211-0,538 para el extracto y el péptido, respec-
tivamente. Los suero positivos para P. vivax pre-
sentaron valores bajo reconocimiento por los dos
antigenos (Figura 3).

Figura 3. Muestra el reconocimiento éptimo de las 251 muestras positivas para P falciparum y controles negativos. A. Extracto del parasito.
B. Péptido sintético.
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Teniendo en cuenta el valor promedio de los valo-
res de absorbancia de los 44 sueros utilizados como
controles negativos, y el valor de su desviacion es-
tindar, el punto establecido de corte para el reco-
nocimiento del extracto y del péptido se ubicé en
0,1 unidades de absorbancia.

Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias en el reconocimien-
to del extracto del parésito y del péptido entre los
tres grupos evaluados (sueros positivos, sueros ne-
gativos y sueros positivos para P. vivax) se utiliz6
el test no-paramétrico de Kruskal Wallis. Fue con-
siderado como estadisticamente significativo un
valor de p<0,001 tanto en el péptido como en el
extracto. Estos andlisis se realizaron con el progra-
ma SPSS versién 20.

Discusion

Hasta el momento no estdn disponibles comercial-
mente pruebas de diagndstico para malaria basadas
en péptidos sintéticos, pero hay resultados prelimi-
nares que confirman la posibilidad de desarrollo
de pruebas basadas en la deteccién de anticuerpos
y difusién de los antigenos. Este tipo de prueba
serfa de gran valor en el diagndstico individual de
la malaria en dreas no endémicas, asi como en la
delimitacién de zonas de transmisién en los pai-
ses endémicos. Por otro lado, el desarrollo de una
prueba basada en la captura de antigeno serfa de
gran valor para diagndstico rdpido de las personas
infectadas en 4reas endémicas.

La malaria induce una respuesta inmune compleja
e insuficientemente comprendida, con aumento
en la produccién de IgE e IgG. La estandariza-
cién del ensayo inmunoenzimdtico, se encamind
a confirmar la presencia de anticuerpos especificos
contra Plasmodium falciparum en sueros de pa-
cientes diagnosticados con malaria no complicada,
empleando como antigeno un extracto proteico
del pardsito, estadio de trofozoito y un péptido
sintético derivado de una proteina de superficie

Plasmodium falciparum

del merozoito denominada GLURP, permitiendo
de esta manera realizar un diagndstico especifico
de malaria por P. falciparum. El objetivo fue es-
tandarizar la técnica de ELISA, para determinar la
respuesta inmune humoral mediante la deteccién
de IgG especifica contra P falciparum. Para esto
fue necesario seleccionar el antigeno adecuado para
ser utilizado en la deteccién de IgG especifica para
P, falciparum (extracto proteico, péptido sintético),
validar la técnica mediante ensayos por triplicado
en muestras de pacientes positivos para malaria e
individuos sanos y establecer los puntos de corte

adecuados de deteccién de IgG.

El desarrollo de un método es un paso importan-
te en el proceso de la mejora de todas las pruebas
de diagndstico basadas en sintesis de péptidos. Los
resultados logrados en este trabajo muestran que
tanto con el péptido sintético como con el extrac-
to del pardsito es posible obtener puntos de corte
adecuados, ya que claramente permiten diferenciar
los controles positivos de los negativos. El punto
de corte se ubicé en 0,1 unidades de absorbancia,
valor que permite definir como muestra positiva
para IgG especifica contra P, falciparum, las mues-
tras que estén por encima de este valor. El punto
de corte definido se obtuvo de acuerdo con 2 des-
viaciones estdndar por arriba y por debajo de los
valores obtenidos y que no se interpolaran entre
muestras positivas y negativas. Ademds, al realizar
el test no-paramétrico, se observaron diferencias
estadisticamente significativas de p<0,001 tanto
usando como antigeno el péptido sintético como el
extracto evidenciado claramente la diferencia entre
muestras positivas como negativas (ver Figura 3).

Es de anotar que se presenté un mayor reconoci-
miento de los sueros cuando se utilizé el extracto
como antigeno (rango DO 0,231 - 0,751), que
cuando se usé el péptido sintético (rango DO
0,211 - 0,538). Esto se podria estar relaciona-
do con la cantidad de antigenos en las muestras:
mientras que en el extracto proteico se tienen un
gran numero de antigenos derivados de todas las
proteinas presentes en el estadio de esquizonte, el
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péptido representa un solo antigeno. Estas dife-
rencias en el reconocimiento de los antigenos eva-
luados por los sueros positivos y negativos para P
Jalciparum, muestran que el extracto proveniente
directamente del cultivo del pardsito presenta gran
amplitud de respuesta comparada con el péptido,
sin descartar que el péptido pueda emplearse como
un buen marcador antigénico [20]. Interesante-
mente, el reconocimiento de los sueros Pf+ por el
péptido es mayor (rango de DO de 0,183 - 0,417)
que el que se presenta por parte de los sueros de
los voluntarios sanos y los sueros positivos para P
vivax (rango de DO 0,048 - 0,138) (ver Figura 4).

Figura 4. Reconocimiento del péptido sintetico por parte de los
sueros usados como controles positivos (Pf(+)/Pv(-)), controles nega-

tivos sueros Pf(-)/Pv(+) y Pf(-)/Pv(-) (individuos sanos).
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Fuente. Elaboracién propia.

La metodologia usada nos permite identificar res-
puestas inmunes especie-especificas, en particular,
se puede diferenciar la respuesta inmune contra P
falciparum de la respuesta inmune contra P vivax
[21]. Los resultados permiten concluir que los dos
antigenos utilizados (extracto proteico, péptido
sintético) son dtiles para la deteccién de IgG es-
pecifica para P falciparum, por las diferencias sig-
nificativas evidentes entre las densidades dpticas
obtenidas con los sueros de los pacientes diagnos-

ticados por P falciparum y los sueros de pacientes
diagnosticados con P vivax.

La prueba de ELISA estandarizada segtn el pro-
cedimiento aqui descrito, permitié obtener valores
criticos de DO en muestras de suero, que permiten
discriminar entre pacientes sanos y pacientes con
malaria y se puede concluir que esta prueba bajo
estas condiciones constituye una herramienta ttil y
confiable en el diagndstico seroldgico para malaria.
Es conveniente realizar ensayos en sueros de pa-
cientes diagnosticados con otras especies de mala-
ria para determinar si existe o0 no reaccién cruzada.
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