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MSA-2 proteina 2 de superficie de membrana del merozoito es una proteina de 45-kDa anclada
en la membrana del merozoito que ha sido asociada con el desarrollo de inmunidad protectiva en
contra de la malaria.

Se construy6 un espacio de probabilidad que cuantifica la posibilidad de aparicion de los 20
aminoacidos en cada posicion para péptidos con tamafio de 20 residuos; para 3 secuencias
sobrelapadas cada 10 aminoacidos de la proteina MSA-2 comprobadas experimentalmente de alta
unidn, partiendo de éste espacio se calculo la probabilidad, sumatoria de probabilidad y entropia
para todas las secuencias de la proteina, con el fin de diferenciar de forma objetiva y reproducible
los péptidos de alta unidén y baja unién, por medio de teorias fisicas y matematicas.

Se encontraron rangos para la probabilidad, Sumatoria de Probabilidad y Entropia asociados al
macroestado unién y al macroestado no union, que permiten diferenciar de forma objetiva y repro-
ducible los péptidos de alta unidn de los que no lo son acertando en el 100% de los casos estudiados
segun trabajos experimentales.
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El fendmeno de unién de MSA-2 al merozoito presenta un orden fisico y matematico acausal,
caracterizable a partir de la probabilidad y la entropia.

Palabras clave: probabilidad, entropia, eritrocito, MSA-2, alta union.
Abstract

MSA-2 protein surface of membrane 2 of the merozoite is a protein of 45-kDa anchored in the
membrane of the merozoite which has been associated with the development of protective immunity
against the malaria.

By means of the construction of the space of probability the possibility of appearance of the 20
amino acids was quantified in each position for peptides with size of 20 residues; for 25 sequences
overlapped each 10 amino acids of the protein MSA-2, starting from this space was calculated the
probability, summary of probability and entropy for all the sequences, with the purpose of
differing of objective and reproducible form the peptides of high binding and low binding, by
means of physical and mathematics theories.

The values of probability, summary of Probability and Entropy for the proven experimentally
sequences of high binding vary among the ranges associated to the binding macro state, while all
these same values for the experimental low binding peptides are outside of the ranges associated to
the binding macro. The values of probability, summary of probability and entropy differentiate
the high binding peptides from low binding peptides, guessing right in 100% of the studied cases,
according to experimental studies.

This methodology facilitates the experimental work, because it can be useful to predict high
binding peptides of objective and reproducible way in the MSA-2 protein, the binding phenomenon
of MSA-2 to merozoite presents a physical and mathematical order, starting from the probability

and the entropy.

Key words: probability, entropy, erythrocyte, MSA-2, high binding.

Introduccion

La posibilidad de ocurrencia de un evento en el futuro
es cuantificable a través de la probabilidad, ésta medida
matematica carece de dimension (Laplace, 1995; Feynman
etal., 1964a; Mood., 1974; Blanco, 1996). La termodinamica
y la mecanica estadistica, nacen como teorias que buscan
resolver el problema de determinar el estado dinamico de
sistemas como el gaseoso los cuales estan compuestos
por un numero de moléculas de orden del nimero de
Avogadro, 103, pues al partir del anélisis individual de
cada particula es imposible determinar el estado dindmico
de sistemas, para esto seria necesario resolver 1023
ecuaciones diferenciales (Feynman et al., 1964b). Con el
fin de caracterizar el estado de sistemas como el gaseoso
los conceptos de macroestado y de microestado se han
enunciado, el macroestado determina una distribucion ge-
neral del sistema, mientras que el microestado esta relacio-
nado con las configuraciones particulares que puede tener
una de estas distribuciones; por ejemplo si en un volumen
fijo hay un nimero de particulas, uno de los macroestados

asociado al sistema es la presion, y cada uno de sus valo-
res estan caracterizados por diferentes configuraciones
de velocidades de las particulas en el volumen, y éstas
son los microestados asociados a este macroestado
(Tolman, 1979; Matvéev, 1987).

En el contexto de la teoria cinética de los gases
Boltzmann defini6 inicialmente la entropia como una medi-
da proporcional al logaritmo del nimero de microestados
que posee un sistema en estado de equilibrio asociados a
un macroestado especifico, es decir los microestados que
hacen que el sistema sea el mismo desde un punto de vista
macroscépico, en la mecanica estadistica, la cual es una
generalizacion de la termodinamica, este concepto fue de-
sarrollado para los sistemas fuera del equilibrio como una
medida proporcional a la suma de los productos de la pro-
babilidad de cada microestado por su logaritmo, partiendo
de las probabilidades de sus posibles distribuciones mi-
croscopicas, la constante de proporcionalidad es la cons-
tante de Boltzmann (Feynman et al., 1964c).
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La misma expresion de la entropia en la mecénica esta-
distica fue encontrada por Shannon al buscar la forma de
cuantificar de forma objetiva la cantidad de informacién
que contiene un mensaje, en el contexto de la teoria de la
informacion, esta medida es interpretada como una medida
objetiva de la cantidad de informacidn que posee un siste-
ma (Froden y Royo).

La malaria es una de las principales causas de
morbimortalidad en el mundo entero (World Health
organization, 2005). Por sus caracteristicas, la enfermedad
se presenta principalmente en zonas tropicales, tomando
alli la forma de epidemia. Un gran nimero de los indivi-
duos que sufren de malaria son infectados por Plasmodium
Falciparum; el ciclo eritrocitico de la malaria es caracteriza-
do por la invasion periddica de merozoitos del Plasmodium
a los eritrocitos. Esta invasion es un proceso que requiere
el reconocimiento, union, orientacion e interiorizacion del
merozoito dentro del eritrocito, todos estos procesos son
mediados por interacciones receptor ligando (Aikawa et
al., 1978; Hadley et al., 1986).

MSAZ2, es la segunda molécula principal presente en la
superficie del merozoito del P. Falciparum, es una
glicoproteina de 35+56 kDa (Stanley ez al., 1985; Fenton et
al., 1989). Es expresada doce horas antes de la invasion
del merozoito y su maxima concentracion es observada 42
horas después de la invasién (Heidrich ez al., 1983;
Heidrich ez al.,, 1984). MSA2 esta encontrada dentro del
grupo de antigenos reconocidos por anticuerpos que
aglutinan merozoitos (Lyon et al., 1986; Lyon et al., 1989).
Ademas anticuerpos de la MSA2 han mostrado inhibir in-
vasion de una forma dosis-dependiente in Vitro (Clark et
al., 1989; Ramasamy, 1987, Epping et al., 1988). En un tra-
bajo previo péptidos sobrelapados cada 10 aminoacidos
con un tamafio de 20 residuos cada uno fueron sintetiza-
dos y usados en ensayos de unién de eritrocitos, con el
objetivo de identificar las secuencias importantes de la
proteina que interactiian con los eritrocitos, encontrando
que de las 25 secuencias posibles 3 fueron halladas expe-
rimentalmente de alta unién al eritrocito (Ocampo et al.,
2000), la actividad de unién quimicamente es definida 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 activi-
dad de unién =2% (Ocampo et al., 2000).

El propdsito de la presente investigacion es desarrollar
a partir de la teoria de la probabilidad, y la ley de la Entropia
una metodologia fisica y matematica que permita caracteri-
zar matematicamente la unidn de péptidos de la MSA-2 al
receptor del globulo rojo.

Definiciones

Macroestado: Se definen dos macroestados: el macro-
estado de unién, que corresponde a las secuencias que
presentan alta union y el de no unidén, que representa las
secuencias que no presentan alta union.

Microestado: Cualquier secuencia especifica de veinte
aminoacidos.

Tipo de secuencia: Microestados que presentan el mis-
mo valor en la entropia, suma de las probabilidades y/o
probabilidad.

Probabilidad Laplaciana: La probabilidad de un
aminoacido A en una posicion especifica i se define como
el cociente entre la frecuencia de aparicion de este
aminoacido en dicha posiciéon y el total de aminoacidos
(Laplace, 1995; Feynman et al., 1964a; Mood., 1974; Blan-
co, 1996).

P(4,)=Frecuencia de aparicion del aminodcido A en la posicioni=4, Ecuacion 1
Total de aminodcidos 4

Sumatoria de probabilidad: La sumatoria de la probabi-
lidad de una secuencia especifica se define como la
sumatoria de la probabilidad de aminoacidos componen-
tes, esto es la cuantificacion matematica de las probabili-
dades de aparicion de cada aminoacido por posicion.

Ecuacion 2

20
SumP =Y P(4,)

i=1

Probabilidad de una Secuencia: La probabilidad de una
secuencia se define como la multiplicacidn de las probabi-
lidades asociadas a los aminoacidos que la componen por
posicion especifica i (Laplace, 1995; Feynman et al., 1964a;
Mood., 1974; Blanco, 1996).

Ecuacion 3

P)=[]PA)

Entropia: En un sistema cuyos microestados no son
equiprobables la entropia de un péptido esta dada por:

S= kiP(Ai )X LnP(A,)

i=1

Ecuacion 4
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Donde k es igual a la constante de Boltzmann, 1.38x10-
23 (J/k), S el valor de la entropia (Tolman, 1979; Matvéeyv,
1987) y P(Ai) es el valor de la probabilidad del aminoacido
A en la posicién i.

Metodologia

Esta metodologia esta basada en un trabajo previo en
donde se aplico la teoria de la probabilidad y la entropia
con el objetivo de caracterizar los péptidos de alta union
de la proteina de superficie de merozoito 1 (MSP-1),
(Rodriguez, 2008a).

Se estudiaron las 25 secuencias sobrelapadas cada 10
aminoacidos de la proteina MSA-2, cada una con tamafio
de 20 residuos, de las cuales 3 son comprobadas experi-
mentalmente de alta union (Ocampo et al., 2000), tabla 1, la
proteina completa fue escogida con el fin de caracterizar
matematicamente los dos macroestados, ver definiciones,
de forma general y construir un espacio de probabilidad
no equiprobable que cuantifique las secuencias de alta
union.

Posteriormente se calculo la frecuencia de aparicion de
cada uno de los 20 aminoacidos en cada una de las 20
posiciones para los péptidos comprobados experimental-
mente de alta union en cada proteina; con estos valores se
calculd la probabilidad de aparicion de cada uno de los 20
aminoacidos en cada posicidon, a través del calculo de la
probabilidad Laplaciana, Ecuacion 1, con este calculo se

obtiene el espacio de probabilidad total para el macroestado
unidn, el cual cuantifica la posibilidad de aparicidon de cada
uno de los 20 aminoacidos en cada una de las 20 posicio-
nes para las secuencias comprobadas experimentalmente
de alta unién (Ocampo et al., 2000).

Posteriormente se realizaron los calculos de la sumatoria
de probabilidad, Ecuacion 2, probabilidad, Ecuacion 3 y la
entropia, Ecuacion 4, para cada una de las 25 secuencias
de la proteina MSA-2, partiendo de los valores del espacio
de probabilidad.

Resultados

Para las secuencias asociadas al macroestado unién se
encontr6 que las frecuencias de aparicion para los veinte
aminodcidos en todas las posiciones vario entre 0 y 12,
estos valores corresponden a los aminoacidos W, L, D, Cy
N respectivamente. Las posiciones con mayor nimero de
repeticiones de un mismo aminoacido fueron 2, 3,5,6,9y
14 correspondientes a los aminoacidos N, N, K, N, T, y A
respectivamente. (Tabla 2)

Para las secuencias asociadas al macroestado unidn
los valores de la probabilidad Laplaciana por posicion para
los veinte aminoacidos esenciales variaron en un rango de
0a 0,033, siendo el valor maximo el de N en las posiciones
2,3y 6, Ken laposicion 5, T en la posiciéon 9 y A en la
posicion 14, encontrando 350 posiciones con un valor igual
a cero de las 400 totales. (Tabla 3).

Tabla 1. Péptidos de la proteina MSA-2 estudiados en un trabajo previo (Ocampo et al., 2000)
y usados en el trabajo actual, los péptidos con AU en paréntesis son aquellos que presentaron
alta union segun los resultados experimentales

MKVIKTLSIINFFIFVTENY
NFFIFVTFNIKNESKY SNTF
KNESKY SNTFINNAYNMSIR (AU)
INNAY NMSIRRSMAESK PPT (AU)
RSMAESK PPTGTGGSGSAGS
GTGGSGSAGSGAGASAGNGA
GAGASAGNGANPGADAERSP
NPGADAERSPSPTAPPATPA
SPTAPPATPATTTTTTTTND
TTTTTTTTNDAEASTSTSSE
AEASTSTSSENPNHKNAETN
NPNHKNAETNPK GK GEVQK P (AU)
PK GK GEVQK PNQANKETQNN

NQANKETQNNSNVQQDSQTK
SNVQQDSQTK SNV PPTQDAD
SNVPPTQDADTKSPTAQPEQ
TKSPTAQPEQAENSAPTAEQ
AENSAPTAEQTESPELQSAP
TESPEL QSAPENKGTGQHGH
ENK GTGQHGHMHGSRNNHPQ
MHGSRNNHPQNTSDSQKECT
NTSDSQKECTDGNKENCGAA
DGNKENCGAATSLLNNSSNY
TSLLNNSSNIASINKFVVLY
ASINKFVVLISATLVLSFAI
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Tabla 2. frecuencias de aparicion de los 20 aminoacidos esenciales por posicion del macroestado unién. Los espacios en blanco
corresponden a frecuencias de aparicion igual a cero

MSA-2 WI|IFlY | L M|V D E R | H K Pl G| Q S| T|C|N]JA
1 1 1 1
2 1 2
3 1 2
4 1 1 1
5 1 2
6 2
7 1 1
8 1 1
9 1 2
10 1 1
11 1 1
12 1 1
13 1 1
14 1 2
15 1 1 1
16 1 1
17 1 1 1
18 1 1 1
19 1 1 1
20 1
TOTAL 0 1 3 4 0 3 1 0 4 1 7 5 2 1 6 0 |12 | 4

Para las secuencias especificas asociadas al macro-
estado unidn los valores de Probabilidad fueron de 4,38E-
35, los de Sumatoria de Probabilidad 0,400 y los de Entropia
2,13E-23, y para las secuencias especificas asociadas al
macroestado no union los valores de Probabilidad varia-
ron entre 5,14E-84 y 1,67E-97, Sumatoria de Probabilidad
entre 0,117 y 0,017y Entropia entre 5,98E-24 y 9,72E-25,
Tabla 4.

Se encontro6 que los valores de Probabilidad, Sumatoria
de Probabilidad y Entropia para las secuencias especificas
comprobadas experimentalmente de alta unidn varian en-
tre los rangos asociados al macroestado unién, mientras
que por lo menos uno de los valores (sumatoria de proba-
bilidad, probabilidad o entropia) para los péptidos com-
probados de no unién o baja union se encuentran fuera de
los rangos asociados al macroestado de union. Es decir
que los péptidos que presentaron valores de alta activi-
dad de unién segln el estudio quimico previo (Ocampo et
al., 2000), presentan valores matematicos de probabilidad,

sumatoria de probabilidad y entropia completamente dife-
renciados de aquellos péptidos que no presentaron alta
actividad de union.

Discusion

Este es el primer trabajo en el que a partir de dos leyes
se caracteriza el fenomeno de union para la proteina MSA-
2. La caracterizacion desarrollada revela un orden matema-
tico en el fendmeno de unioén de péptidos a los receptores
del eritrocito. La distribucion no equiprobable, evidencia-
da al encontrar 350 posiciones con un valor a cero en el
calculo del espacio de probabilidad asociado al macro-
estado union de las 400 posibles, muestra un orden com-
prensible a través de la teoria de la probabilidad.

Los rangos asociados a cada macroestado asi como un
espacio finito que contiene la totalidad de los péptidos y
que es no equiprobable permiten caracterizar de manera
fisica y matematica cuales son las secuencias que presen-
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Tabla 3. Calculos de la probabilidad Laplaciana para los 20 aminoacidos esenciales por posicion del macroestado unidn.
Los espacios en blanco corresponden a probabilidad igual a cero

MSA-2 w F Y I L M \' D E R
1 0,017
2
3 0,017
4
5 0,017
6 0,017
7 0,017
8 0,017
9 0,017
10 0,017 0,017
11 0,017 0,017
12
13 0,017
14
15 0,017 0,017
16 0,017
17 0,017 0,017
18
19 0,017
20 0,017
TOTAL 0 0,02 0,05 0,07 0 0,05 0,02 0 0,07 0,05
MSA-2 H K P G Q S T C N A
1 0,017 0,017
2 0,017 0,033
3 0,033
4 0,017 0,017 0,017
5 0,033
6 0,033
7 0,017 0,017
8 0,017 0,017
9 0,033
10 0,017
11 0,017
12 0,017 0,017 0,017
13 0,017 0,017
14 0,017 0,033
15 0,017
16 0,017 0,017
17 0,017
18 0,017 0,017 0,017
19 0,017 0,017
20 0,017 0,017

TOTAL 0,02 0,12 0,08 0,03 0,02 0,1 0,05 0 0,2 0,07
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Tabla 4. Valores maximos y minimos de sumatoria de probabilidad, probabilidad y entropia para los macroestados de unién y no unioén

tan alta union, encontrando una comprension del fenome-
no a partir de leyes fisicas y matematicas que permitiria
mejorar las metodologias de ensayo error (Meister et al.,
1995) si se pudiera generar una prediccion fisica de éste
fendmeno, lo cual es el siguiente paso, siguiendo esta li-
nea de trabajo, Rodriguez ha realizado varios trabajos apli-
cando teorias fisicas y matematicas para la comprension
de los fendmenos inmunoldgicos; calculd la dimensidon
fractal del repertorio inmune T y clones de células Th con-

tifican la unidén, pero que se convierten en medidas que
dependen del analisis usado y de la muestra de estudio y
prueba, pues buscan combinar la informacidn experimen-
tal disponible y junto con métodos de simulacidn
computacional encontrar las relaciones, entre las secuen-
cias de unioén con ellas mismas y/o con las proteinas pre-
sentadoras (Zhao et al., 2007, Lundegaard et al., 2007 ), a
diferencia de esos trabajos esta metodologia parte de la
construccion de un espacio de probabilidad y la posterior

tra-un-alergeno-espeeifico el PoaP9 - deynpacientealérgico cuantificacion-de-cada secuencia-a partir-de-éste, con cl
PROT& Wes¥iA2 y aysencia de interferdn [alfa) &riekafiligash Sujeatos deealeaditidpdin orden fisMEbOPidatematico subya-

el comportamient¢ fractal de estos repgrtorios y el patron cente a este fendmeno, |donde se evalua la totalidad del

Th ¥ midiendo de Fnrmg/l jph'va y reprod 1) pp’pfidn cto-a-una nqnﬁf‘inz;\lsgﬁzaﬁquméf ca de to-
MACROBETNSEsgRIFNENcontrando correlacignes clinicas y ma- dos los aminoacidos parp todas las posiciones y|donde no

tematicas respecto
2005), desde la pe

rspectivaMidNla teoria

ala salud y a [a enferinedad (Rodriguez,

de conj¥n38E-3Esa-

existen motivos que per
de alta uRié®0o no lo es.

mitan distinguir si un péptido es

2,13E-23

1 HLA de clase 11

rroll6 un trabajo
encontrando un cq

e péptidos de union

mportamjanto caracterizableg partdy de

La caracterizacion 1

grada permite encontrgr 6rdenes

. A simples Qikkbntrovertibles que peaetde 1a anpl cacion de
MACR’@@J@f%%S eXperimentalmente ¢n peptrdos nona- 1 * de 1 ) d’ B b ~ . - bvian 1
. . , . ., 7
nuijeo especificos, logrando diferencidr péptidos de union eyes de ‘a njm:ra eza y de a Str’a(:C}onesJ que obvian la
v no unlon medlante operaciones mateméticas (Rodriguez COMPOSICIOT aT1as Seeugncras e termmosdae am,noamdos;
) , . . . , .
2008h). con esta misma tedWN caracterizé el feh & de pues el p@mdo es Visto jcomo ugysgeagncla numerica de

alta union de la proteina de membrana MSP-1 al receptor
de glébulo rojo, encontrando érdenes matematicos que
diferencian los péptidos que presentan alta union, de los
péptidos que no, de forma objetiva y reproducible
(Rodriguez, 2008c), finalmente basado en una teoria de
prediccion de union de péptidos presentados por molécu-
las de HLA clase II basada en leyes de probabilidad, de
combinatoria y de entropia (Rodriguez, 2008d), Rodriguez
y cols. Realizaron una prediccidn teodrica de péptidos de
unién del HER-2/neu y el API m1 a la molécula de HLA
clase II (en proceso de revision).

Actualmente los métodos de prediccion de union de
péptidos utilizan metodologias computacionales que cuan-

probabilidades y no de aminoacidos especificos. Este tra-
bajo no pretende establecer las causas de que un péptido
sea o no de alta union, pues asi como en las teorias funda-
mentales actuales de la fisica (Rafiada, 1990) no hay cau-
sas para la descripcion y comprension de los fenomenos
sino ordenes fisicos y matematicos acausales. Debido a
que este trabajo es una caracterizacion fisica y matematica
no requiere de analisis estadisticos ni del uso de grandes
cantidades de datos experimentales.

Conclusiones

La distribucién de los aminoacidos en las 20 posicio-
nes para las secuencias asociadas al macroestado union
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presenta una distribucién no equiprobable, la cual funda-
menta la aplicacion de las leyes de la probabilidad y de la
entropia Boltzmann-Gibbs, permitiendo desarrollar una
caracterizacidn fisico y matematica de las secuencias de
alta unién de la MSA-2 basada en estas leyes.

Se encontrd un orden fisico y matematico subyacente
al fendmeno estudiado que es evidenciado en las leyes,
los calculos aplicados, y las distribuciones de probabili-
dad, diferenciando claramente los péptidos de alta union
de los otros péptidos de la proteina, pues los valores de
Probabilidad, Sumatoria de Probabilidad, y Entropia para
las secuencias especificas comprobadas experimentalmente
de alta unidn varian entre los rangos asociados al
macroestado union, mientras que todos estos valores para
las secuencias comprobadas de no union se encuentran
fuera de los rangos asociados al macroestado de unidn.

La asociacion de un microestado particular a la alta
unidn esta asociada al valor de la probabilidad, de la suma
de probabilidad y de la entropia del macroestado al que
pertenece.
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