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MODIFICACION DEL ESQUELETO PEPTIDICO DE
FRAGMENTOS DE LA PROTEINA MSP-1 DEL
Plasmodium falciparum: SINTESIS EN FASE SOLIDA DE
PSEUDOPEPTIDOS AMIDA REDUCIDA

BACKBONE MODIFICATION OF Plasmodium
Jalciparum’s MSP-1 PEPTIDE FRAGMENTS: SOLID
PHASE SYNTHESIS OF REDUCED AMIDE
PSEUDOPEPTIDES

José Manuel Lozano'*, Luz Mary Salazar*, Carlos Parra*, Nubia Barrera*, Fanny Guzmdn*, José
Libardo Torres-Castellanos** y Manuel Elkin Patarroyo*, ***

Recibido: 17/02/02 - Aceptado: 30/06/03

RESUMEN

Los estadios asexuales sanguineos del
Plasmodium falciparum constituyen un
blanco natural para el desarrollo de va-
cunas antimaléaricas debido a la gran
cantidad de antigenos expresados en su
superficie que estan implicados en el
proceso de invasién del parésito a glo-
bulos rojos, desencadenando la enfer-
medad en el hospedero humano. Uno de
estos antigenos es la proteina de superfi-
cie del merozoito MSP-1, una glicopro-
teina de 195 kDa en su forma madura.
Recientemente se identificaron los pép-
tidos de esta proteina con alta capacidad
de unién a glébulos rojos (GR). Entre to-
dos ellos, el péptido sintético codificado
1585, cuya estructura  primaria
282EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE'"'  perte-

nece al amino terminal del fragmento de
42 kDa de la proteina MSP-1, mostro pro-
piedades de unién especifica a GR. Poste-
riormente, se identificdé el motivo de
unién cuya secuencia de aminoacidos es
LKP-A. Con el objeto de evaluar el papel
del enlace peptidico en la modulacién es-
tructural del esqueleto peptidico se dise-
flaron pseudopéptidos amida reducida,
mediante la sustitucion de enlaces pepti-
dicos normales de la forma [CO-NH] del
motivo de unién a GR por el enlace
W[CH,NH]. De esta manera se obtuvieron
formas monoméricas y poliméricas pseu-
dopeptidicas del 1585. En este estudio
reportamos algunas de las propiedades
fisicas y quimicas de los pseudopéptidos
analogos del 1585.

. Autor corresponsal. Correo electrénico: jm_lozano@fidic.org.co /jotalozano@hotmail.com
. Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), Carrera 50 No. 26-00, Bogotd, Colombia.
s Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia.

Departamento de Patologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia.
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Palabras clave: enlace peptidico, esque-
leto peptidico, pseudopéptido, estructura
tridimensional

ABSTRACT

Due to the number of surface antigens
expressed in Plasmodium falciparum
asexual stages which are associated to
red blood cell (RBC) invasion and so
causing human malaria infection, these
erythrocyte parasite forms are thus, a
natural target for malarial vaccine de-
velopment. One of such antigens is the
Merozoite Surface Protein-1 (MSP-1).
This is a 195 kDa glycoprotein in its
mature expressed form. Recently,
MSP-1 high binding capacity peptides to
RBC were identified. Amongst all of
them, the synthetic so called 1585 pep-
tide, whose  primary  structure
282EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE"! belongs
to the MSP-1’s 42 kDa fragment amino
termini, shown specific high binding ca-

CONSERVADO . VARIABLE

pacity to RBCs. Thereafter, the 1585
peptide LKP-A high binding motif was
identified. To assess the role of such bin-
ding motif peptide bonds respect to back-
bone structure modulation, a set of redu-
ced amide pseudopeptides were designed
and synthesised. Thus, a single natural
[co-NH] peptide bond was replaced by a
W[CH,-NH]. isoster bond. Then, 1585
pseudopeptide monomer as well as poly-
meric forms were obtained. In this work
we report some physichal and chemical
properties of such 1585 surrogates.

Key words: Peptide bond, peptide back-
bone, pseudopeptide, tridimensional
structure.

INTRODUCCION

El Plasmodium falciparum, agente cau-
sal de la mayoria de los casos de malaria
en el mundo, tiene un ciclo de vida com-
plejo, el cual involucra dos hospederos:
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Figura 1. Organizacion estructural de la proteina MSP-1 del Plasmodium falciparum y localizacion del

péptido 1585 (Msp-11282-1301



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 32, No. 1 DE 2003

la hembra del mosquito Anopheles y un
ser humano susceptible de contraer la en-
fermedad. Los estadios asexuales san-
guineos del parasito constituyen un blan-
co natural para el desarrollo de vacunas
antimalaricas debido a la gran cantidad
de antigenos expresados en su superficie,
y que a su vez estén implicados en el pro-
ceso de invasion del parasito a gldbulos
rojos desencadenando la enfermedad en
el hospedero humano.

Uno de estos antigenos es la proteina
de superficie del merozoito-1 MSP-1, una
glicoproteina de 195 kDa, cuya forma
precursora sufre un procesamiento pro-
teolitico primario hacia fragmentos de 83
kDa, 30 kDa, 38 kDa y 42 kDa, un se-
gundo procesamiento proteolitico del
fragmento de 42 kDa que libera un frag-
mento de 33 kDa, y un fragmento de 19
kDa que permanece unido a los merozoi-

tos (1) como se observa en la figura 1.
Los fragmentos liberados en los dos pro-
cesos permanecen asociados de manera
no covalente sobre la superficie de los
merozoitos durante el proceso de inva-
sion a sus células blanco. Recientemente
se identificaron los péptidos de la MSP-1
con alta capacidad de unién a gldbulos
rojos (GR). Entre todos ellos, el péptido
sintético codificado 1585, cuya estructu-
ra primaria EVLYLKPLAGVYRSLKKQLE
pertenece al amino terminal del fragmen-
to de 42 kDa, mostr6 propiedades de
unién especifica a GR y posteriormente se
identificé el motivo de union del 1585
cuya secuencia de aminoicidos es
LKP-A(2).

El objetivo en el disefio de pseudo-
péptidos es el enlace peptidico. Por in-
version del enlace peptidico y mante-
niendo la quiralidad del carbono o se

0 R' H (o)
1 | |
). N .- -
Péptido natural L TN )\\"/ \\g/\\N - [CO-NH]
(enlace peptidico) ||_| 0 R' ||_|
o R’ 0 (0}
Pseudopéptidos -—”\ N N N/l '\Jl\ N W-[NH-CO]
Retro y Retroinverso b R b
Pseudopéptido o R ||" e
amida reducida ,,——H\N)\\/N\:/U\Nf‘ W-{CH,NH]
I 8 I
H R* H

Figura 2. Algunas formas isostéricas del enlace peptidico [CO-NH].
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obtiene un pseudopéptido Retroinverso,
si se invierte la quiralidad se obtendra un
pseudopéptido Retro. Al sustituir el 4to-
mo de oxigeno del carbono carbonilico
del enlace peptidico por dos atomos de
hidrégeno se obtiene un pseudopéptido
amida reducida (parte inferior) (3) como
se puede observar en la figura 2.

Con el objeto de evaluar el papel del
enlace peptidico en la modulacion estruc-
tural del esqueleto peptidico se disefiaron
pseudopéptidos amida reducida, mediante
la sustitucién de enlaces peptidicos norma-
les de la forma [CO-NH] del motivo de
unién a GR por el enlace W[CH,-NH], como
se observa en la Figura 3. De esta manera
se obtuvieron formas monoméricas y poli-
méricas  pseudopeptidicas del 1585
(MSP-112821301) " ag primeras se emplearon
para estudio de sus propiedades quimicas y
fisicas, y las formas poliméricas para estu-
dios bioldgicos y bioquimicos. En el pre-
sente estudio reportamos algunas de las
propiedades quimicas y fisicas de los pseu-
dopéptidos anilogos del 1585.

En la figura 3 se observa la posicion
de los enlaces peptidicos normales del
motivo de unién al glébulo rojo (GR) del
péptido 1585 de la proteina MSP-1 del P.
falciparum a ser sustituidos por enlaces
isostéricos del tipo amida reducida a par-
tir de su estructura primaria. Las flechas
destacan desde el ¥ hacia ¢ terminal el en-
lace entre Kips-Piogs para originar el

282EVLY-L-K-P-L-A-GVYRSLKKQLE!3!

Pse- 9475
Pse- 9473

Y-[CH,NH]

Figura 3. Seleccion de enlaces peptidicos a modi-
ficar en el péptido 1585 (Msp-11282-1301)

Pse-9473, y el enlace entre Piygs-Lizgo para
originar el Pse-9475. Ambos pseudopép-
tidos amida reducida se sintetizaron en
forma de mon6mero y polimero.

MATERIALES Y METODOS

Sintesis de pseudopéptidos amida
reducida y determinacion estructural

Derivados N-metoxi-N-metil-o-~ (t-Boc-
amino)-carboxamidas y o-t-Boc-
Aminoaldehidos

Para la obtencion de cuatro pseudopépti-
dos amida reducida ‘P-[CH,-NH], dos en
forma monomérica y dos en forma poli-
mérica, se prepararon los 0-N--Boc- ami-
noaldehidos derivados de los aminoacidos
comerciales protegidos o-N--Boc en
dos etapas, empleando para ello estra-
tegias en fase liquida tal como esta des-
crito en la literatura (4). Inicialmente
los a-N-t-Boc-aminoacidos se transfor-
maron a sus correspondientes N,0-dime-
tilcarboxamidas, los cuales se trataron
posteriormente con LiAIH, para producir
su correspondiente aldehido. Cada pro-
ducto inter- medio, asi como cada deri-
vado, se caracterizd por RMN-1H y 3C.
En ambos casos se muestra la caracteri-
zacion de los dos derivados obtenidos
para los residuos de Lisina (Lys) y Proli-
na (Pro), incluido el analisis por espec-
troscopia infrarroja (IR) para los produc-
tos finales.

Caracterizacion de los derivados
N-metoxi-N-metil-a-(t-Boc-amino)-car-
boxamidas

N-t-Boc-Lys-N-(OCH;)CH;:  rendi-
miento: 98%; Rf. 0,65 (acetato de eti-
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lo/hexano 2:1). RMN-'H, & (ppm) (CDCL3/
T™Sint): 1,45 (s,9 H, ¢(CH3)3), 1,5(d, 2
H, y-H) 1,6 (d, 2 H, &H), 1,8 (d, 2 H,
B3-H), 3.10 (d, 2 H, &-H), 3,25 (s, 3 H,
N-CH3), 3,80 (s, 3 H, OCH3), 4.41 (dd, 1
H, OH), 8,01 (s, 1 H, NH), 7,14-7,30 (m,
5 H aromaéticos del grupo protector Cl-
7). Aspecto oleoso, incoloro, inodoro.

N-t-Boc-Pro-N-(OCH;) CHs:  rendi-
miento: 97,5%: Rf. 0,55 (acetZito de eti-
lo/hexano 2:1). RMN-'H, & (ppm)
(cpCLs/T™MSint): 1,45 (s, 9 H, C(CHs)3),
2,0(d, 2H, y-H), 2,12 (s, 1 H, B-H), 3,25
(s, 3H, N-CH3), 3,7 (d, 2 H, &-H), 3,80 (s,
3 H, OCH3), 4,41 (dd, 1 H, aH). Aspecto
oleoso, tenuemente amarillo, inodoro.

Caracterizacion de los productos
aldehido obtenidos

N-t-Boc-Lys-H:  rendimiento 75,4 %;
Rf. 0,46 (acetato de etilo/hexano 2:1).
RMN-'H, & (ppm) (CDCL3/ TMsint): 1,45
(s, 9 H, c(CH3)3), 1,5 (d, 2 H, y-H) 1,6
(d,2H, 06-H), 1,8(d, 2H, B-H), 3.10 (d,
2H, &-H), 4,41 (dd, 1 H, a H), 8,01 (s, 1
H, NH), 7,14-7,30 (m, 5 H, aromaticos
del grupo protector CL-Z), 9,61 (s, 1 H
CHO). RMN-" C (cDcls/ T™Sint): d= 200
ppm (C-1, CHO). Producto oleoso, de
color levemente amarillo, de olor carac-
teristico.

L.R. (pelicula): v (cm™) = 2934,16,
1694,16, 1522,52, 1366,32, 1248,68,
1164,79, 1041,37, 753,07.

N-t-Boc-Pro-H: rendimiento 78,6%;
Rf. 0,5 (acetato de etilo/hexano 2:1).
RMN-'H, & (ppm) (CDCl3/ T™Sint): 1,45
(s, 9 H, C(CH3);), 2,0 (d, 2 H, y-H), 2,12
(s, 1H, B-H), 3,7 (d, 2 H, 6-H), 4,41 (dd,

1 H, aH), 9,64 (s,] H CHO). RMN-13
c(cpcly/T™sint): &= 200 ppm (C-1,
CHO). Producto oleoso, de color rojizo,
de olor caracteristico.

L.R. (pelicula): v (cm-1) = 2973,70,
1694,16, 1391,39, 1365,35, 1161,90,
1120,44, 997,98, 918,91, 773,32.

Sintesis en fase solida de los andlogos
amida reducida

Los péptidos se sintetizaron empleando
las metodologias estandar para la sintesis
de péptidos en fase solida mediante la es-
trategia t-Boc (5, 6) y los pseudopéptidos
del 1585 mediante modificaciones repor-
tadas previamente (4). La pureza de cada
molécula se analiz6 mediante cromato-
grafia liquida de alta eficiencia HPLC-FR
provista de una columna de 5pum y 90A
de porosidad con un gradiente lineal de
0-70% AcN durante 30 min, con un flujo
de elucion de 1,0 ml por min. Las croma-
tografias preparativas se realizaron em-
pleando una columna RPC18 de Spum y
300A de porosidad con un gradiente li-
neal de 0-100% de AcN durante 45 min
con un flujo de elucion de 4,5 ml por min
y deteccion a 210 nm.

Andlisis de espectrometria de masas
MALDI-TOF

Para identificar cada pseudopéptido se
registraron espectros de masas emplean-
do un equipo Bruker Protein TOF espec-
trofotometro (Billerica, MA, USA). Los
experimentos MALDI (“Matrix Assisted
Laser Desorption lonization”) se realiza-
ron usando la técnica TOF (“Time of
Flight”), empleando las matrices y los
procedimientos estandar.
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Espectroscopia RMN bidimensional

Se emplearon 10 mg del liofilizado de cada
pseudopéptido purificado, disueltos en
500ml de una solucién acuosa que contenia
TFED; al 30% tal como esta descrito (7).

Los experimentos de RMN se realiza-
ron en un espectrometro Bruker DRX-600
MHz, a 295 K, y la sefial de agua se supri-
mié usando la estrategia NoesyPrlD.
Los datos se procesaron y analizaron em-
pleando el programa xwinnmr 1.3 en es-
taciones de trabajo Silicon Graphics. Los
sistemas de “spin” se identificaron me-
diante experimentos bidimensionales
TOCSY (8) y COSY (9). Los experimentos
NOESY (10) permitieron la asignacioén de
sefiales de aminoécidos vecinos en el es-
pacio. El tiempo de mezclado escogido
fue 400 ms, y el ancho espectral 12 ppm
en ambas dimensiones.

Cdlculo de estructura molecular

Las distancias interprotonicas se calcula-
ron a partir de los experimentos NOESY.
Los volumenes de los “cross-peaks” se
ajustaron de acuerdo con la relacion:
dij/dres = (Vij/ Vier)/® (11). Las distancias
interproténicas se calcularon empleando
la distancia proténica 6—0 en la Pro7
como d. para el 1585 y sus analogos
Pse-9473 y Pse-9475. Posteriormente, se
generaron familias de estructuras me-
diante el procesamiento de los datos en
estaciones de trabajo Indigo 2 para mo-
delizacién molecular.

Los espectros 1D y 2D se procesaron
usando el programa FELIX 97.0, y las fa-
milias estructurales se generaron me-
diante el procesamiento de datos con
NMRchitect, por combinacion de los pro-

10

gramas “distance geometry” (DGII) y
anillamiento simulado. Las intensidades
de los “cross-peaks” NOE se clasificaron
en rangos, asi: fuertes 1,8 A-2,8 A, me-
dianos 2,8 A-3,5 A y débiles 3,5 A-5,0
A. Los 4ngulos dihedros y las asignacio-
nes estereoespecificas se ajustaron como
esta descrito (12). Los enlaces peptidicos
se forzaron a configuracion trans y los
carbonos a a quiralidad L. Las estructu-
ras obtenidas se refinaron y se seleccio-
naron aquellas con geometrias razona-
bles y bajas violaciones a las restriccio-
nes de conformacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis e identificacion de
pseudopéptidos del 1585

Los pseudopéptidos W[CH»-NH] amida
reducida derivados del péptido 1585 se
disefiaron tomando como base la secuen-
cia de aminoacidos de la proteina MSP-1
esquematizada en la Figura 1, en la cual
se ubica la estructura primaria del frag-
mento correspondiente al péptido blanco
de este estudio (MSP-1'2821301). éstos se
codificaron como Pse-9473 (modificado
entre 1os residuos Kigr-Piogs) y Pse-9475
(modificado  entre los  residuos
P1agg-Li289).

Enla Figura 2 se observa la compara-
cion directa entre la conformacion de un
péptido en su forma natural constituido
por residuos de configuraciéon L (en la
parte superior de la misma) respecto a
analogos pseudopeptidicos de los tipos
Retro y Retroinverso, y en la parte infe-
rior los andlogos objeto de este estudio
del tipo amida reducida W-[CH,-NH], re-
saltados por un marco sélido. Los enla-
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Figura 4. Sintesis de N->-Boc-aminoaldehidos a partir de N-t-Boc-amino4cidos.

ces peptidicos seleccionados para su
modificacion se observan en la Figura 3.
La letra griega Pse (W) representa a la
expresion Pseudo. Tales andlogos se ob-
tuvieron en cantidades normales con ren-
dimientos mayores al 70%, de acuerdo
con los procedimientos descritos en las
Figuras 4 y 5. Cuando fue necesario, se
purificaron por HPLC-FR preparativa has-
ta homogeneidad = 98%. Todas las mo-
léculas fueron solubles en agua. Las
masas moleculares experimentales para
cada molécula estuvieron acordes con los
valores esperados; para el péptido no
modificado 1585 se encontrd experimen-
talmente una masa molecular relativa
2340,21 m/z (valor esperado: 2348,04
Da). Para el Pse-9473 se obtuvo un valor
de 2334,79 m/z (valor esperado: 2334,0
Da) y para el Pse-9475 se obtuvo un va-
lor de 2335,52 m/z (valor esperado:
2334,0 Da), como puede observarse en
la Figura 6.

En la figura 4 se observa (a) el carbo-
no carbonilico de un N-Boc-0-aminoaci-

do comercial 1 se protege con 0,N-di-
metilhidroxilamina formando asi el de-
rivado N,0-dimetilcarboxamida 2. Poste-
riormente, la N,0-dimetilcarboxamida 2
se trata con LiAlH4 a -10°C, para produ-
cir la sal de Litio 3, como puede obser-
varse en (b). La sal de Litio 3 se hidroliza
en medio 4cido a temperatura ambiente
(TA) para dar lugar a la formacién del
N-t-Boc-a-aminoaldehido 4 como se ob-
serva en (c).

La sintesis de los enlaces isostéricos
W[CH,-NH] se lleva a cabo mediante ami-
nacién reductiva in situ, luego de la con-
densacion de los grupos CHO de 4 y el
grupo amino libre de 5 (figura 5). Al rea-
lizar la desproteccion y neutralizacion de
la funcién amino del tltimo residuo de la
cadena peptidica, anclada previamente a
la resina o soporte sdlido, representado
en la grafica como una esfera gris 5, se
hace reaccionar con el N-z-Boc-0-ami-
noaldehido 4 obtenido en la etapa ante-
rior (Figura 4) para formar el aducto 6.
Posteriormente, este intermediato se tra-

11
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il

1. AcOH 1% / DMF
2. NaCNBH ;

3. Sintesis en
fase solida

1. Acido trifluoroacético
2. HF (bajo/alto)

3. AcOH 5% H,0

2
RZ
H
H, CH N
N NH,  (60-70%)
H
R’ 0 R?

Figura 5. Sintesis en fase s6lida de is6steros W[CH2- NH] amida reducida.

ta con NaCNBH;3 para reducir el ion iminio
y formar el grupo metileno. Finalmente,
el pseudopéptido 7 se obtiene mediante
las estrategias normales de sintesis de
péptidos en fase sélida como esta descri-
to en la literatura.

En la figura 6 se observa: a) En la
parte superior, el perfil cromatografico
(HPLC-FR) obtenido para el péptido no
modificado 1585 (MSP-11282-1301) Jyego de
la elucion de una muestra de material lio-
filizado y reconstituido en solvente A en
las condiciones descritas en Materiales y
Métodos; en la parte inferior aparece el
espectro de masas (MALDI) correspon-
diente. b) El Pse-9473 (Ki2s7- P12ss). C) El
Pse-9475 (Piass- Liaso). Los valores expe-

12

rimentales de la masa molecular en cada
caso correspondieron con el valor espe-
rado.

Estudios de identificacion y
caracterizacion de los pseudopéptidos
del fragmento MSP-1'"**""' de malaria

Asignacion de los espectros 2D-RMN
protonicos

Los “cross-peaks” entre HN y el proton
CHa se identificaron por anilisis de los
espectros COSY obtenidos en TFED; al
30% en H,0. Los espectros TOCSY se em-
plearon para correlacionar los sistemas
de “spin” de las cadenas laterales con los
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Figura 6. Caracterizacion e identificacion de pseudopéptidos amida reducida de la proteina MSP-1.

“cross-peaks” NH-CHO. Para la asigna-
cién de estos sistemas se usé la estrategia
propuesta por Wiithrich (12).

A partir de los espectros NOESY fue
posible identificar las sefiales danN(i,
i+1) NOE de fuerte intensidad para la
secuencia total de los pseudopéptidos.
Los NOE vecinos en el espacio se detec-
taron debido a la presencia de las sefia-
les dan(i, i+2); danN(, i+3); dap(,
i+3) y daN(i, i+4). Estas distancias
secuenciales son la evidencia mas im-

portante para la definicion de las regio-
nes a-helicales. Los datos muestran
que existe una region helical entre los
residuos Vi;-Qis del Pse-9473 (Figuras
7a 'y 8b) y entre Gio-Ki7 del Pse-9475
(Figuras 7b y 8c).

Los experimentos NOESY para ambos
pseudopéptidos mostraron sefiales doN
(i, i+1) NOE fuertes para toda la molécu-
la, que son caracteristicos para cualquier
secuencia peptidica (Figura 8a) y los NOE
espaciales caracteristicos de aminoacidos

13
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Figura 7. Resumen de las conectividades NOE para los pseudopéptidos amida reducida derivados del
fragmento de la proteina Msp-11282-1301 (péptido 1585) del P. falciparum

vecinos en sefiales tipo daN(i, i+2),
dan(, i+3), daf(, i+3) y daN(, i+4).
Los espectros NOESY de ambos pseudo-
péptidos mostraron “cross-peaks” fuer-
tes en la region Ho-HB, correspondiente a
la interaccion HaK6 - HOP7. Este ha-
llazgo indica una conformacién prefe-
rencial frans producida durante el
proceso de sintesis de ambos pseudopép-
tidos.

En la figura 7 se observa: a) Pseudo-
péptido W-9473 (Kizs7- Pi2gs). b) Y-9475
(P12ss-Li2so). Ambos fueron registrados en
TFE al 30% a 295K. El asterisco indica el
enlace modificado W-[CH,-NH] y la re-
gién ensombrecida corresponde a los
elementos acordes con alpha helicoidali-
dad.

En la figura 8, se observa: a) Estruc-
tura tridimensional en solucidn, repre-
sentativa del péptido no modificado
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a)

b)

)

Figura 8. Relacion entre la estructura 3D consen-
so entre el péptido no modificado 1585
(MSP—11282'1301) y sus dos andlogos amida redu-
cida Pse-9473 y Pse-9475
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1585. b) Pseudopéptido W[CH»-NH]
amida reducida Pse-9473. c) Pseudopép-
tido Pse-9475. El esqueleto peptidico de
cada molécula se muestra en cinta color
claro que indica la estructura molecular
maés representativa. La superficie accesi-
ble al agua de cada molécula se observa
en transparencia.

Determinacion estructural de
pseudopéptidos

Luego de generar familias estructurales
para cada una de las moléculas, se obtu-
vieron las estructuras consenso represen-
tativas para la estructura tridimensional
de cada pseudopéptido, como se observa
en la Figura 8. En ella se muestran las es-
tructuras tridimensionales en solucion,
representativas del péptido no modifica-
do 1585 en (a), del pseudopéptido
W[CH,- NH] amida reducida Pse-9473 en
(b), y del pseudopéptido Pse-9475 en
(c). Cada estructura se caracteriza por te-
ner el minimo valor de energia posible y
por cumplir con las restricciones de con-
formaciéon permitidas. La introduccién
de un solo enlace isdstero del tipo W[CH,-
NH] amida reducida, no sé6lo indujo cam-
bios estructurales fuertes en los analogos
del péptido 1585 (MSP-1'2813%1) gino que
ademas, los dos nuevos grados de liber-
tad debidos al grupo metileno al gober-
nar las propiedades conformacionales de
este fragmento indujeron de manera si-
tio-dirigida nuevas propiedades inmuno-
l6gicas a cada analogo (13).

CONCLUSIONES

En fase solida se sintetizaron diferentes
pseudopéptidos amida reducida deriva-
dos del fragmento de 42 kDa de la protei-

na MSP-1 del Plasmodium falciparum.
Tanto los analogos como el péptido nati-
Vo se caracterizaron por sus propiedades
fisicas y quimicas mediante técnicas cro-
matograficas y espectrofotométricas de
HPLC-FR, espectrometria de masas y
RMN. Se identificaron plenamente los
elementos de estructura secundaria para
cada molécula mediante los analisis y el
procesamiento computacional de los da-
tos espectrales obtenidos y dindmica mo-
lecular restringida. La sustitucion de un
s6lo enlace peptidico por un enlace
W[CH,-NH] amida reducida produjo fuer-
tes cambios estructurales en la confor-
macion global de la molécula respecto a
la no modificada y, de esta manera, se
afect6 el esqueleto peptidico de las mis-
mas. Los datos aqui presentados, junto
con los estudios sobre las propiedades
bioldgicas de estas moléculas, permiten
afirmar que la sintesis en fases liquida y
solida de este tipo de compuestos es fac-
tible arrojando rendimientos deseables
en condiciones normales de laboratorio.
Por sus propiedades quimicas y fisicas es
posible pensar en la obtencién de canti-
dades mucho mayores en escalas piloto e
industrial hacia la obtencién de nuevas
moléculas candidatas a vacunas contra la
malaria y otras enfermedades transmisi-
bles.
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