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RESUMEN

Introduccidn. Las infecciones por bacterias resistentes a los antibiéticos convencionales
constituyen un problema de salud mundial. Igualmente, el parasito causante de la malaria,
principal enfermedad parasitaria tropical, ha desarrollado resistencia a los medicamentos
tradicionales. En este sentido, las aminopeptidasas ePepN, de la bacteria Escherichia coli, y
PfA-M1, del pardsito Plasmodium falciparum, constituyen nuevos blancos en estas enferme-
dades. El objetivo de este trabajo fue la identificacion de inhibidores sintéticos de ePepN y
PfA-M1, con potencialidades como agentes antibacterianos y antimalaricos. Métodos. Me-
diante dos reacciones multicomponentes de Ugi se sintetizaron dos bibliotecas de 33 pep-
tidomiméticos basados en la bestatina y la actinonina, y se evaluaron frente a PfA-M1. Ade-
mas, se sintetizaron 22 peptidomimeéticos tetrazoles, los cuales se evaluaron frente a ePepN.
Resultados. Frente a esta enzima, se identificaron 3 tetrazoles (YTEQQ03, YTEOQ7 y YTE008)
como inhibidores potentes y selectivos de ePepN, en comparacion con la aminopeptidasa
M1 porcina (APNp). EI YTEOO3 presenta actividad antibacteriana in vitro, lo que refuerza sus
potencialidades como compuesto lider en el campo de los agentes antibacterianos. Frente a
PfA-M1, se identificd el compuesto KBEOO9 como un inhibidor potente, con actividad antima-
larica in vitro, que no inhibe a la APNp a concentraciones de relevancia terapéutica, y no es
citotdxico hasta 200 umol/L frente a la linea de células humanas HUVEC. Se comprobd que el
KBEOQ9 inhibe la actividad aminopeptidasa en el parasito integro y aislado en el mismo orden
de magnitud que su actividad antimalarica in vitro. Estas propiedades permiten considerar al
peptidomimético una molécula promisoria como compuesto lider contra la malaria.




New inhibitors of microbial M1 metallo-aminopeptidases ob-
tained by chemical synthesis

ABSTRACT

Keywords Introduction. Infections by bacteria resistant to conventional antibiotics are a worldwide health pro-

blem. Likewise, the parasite causal agent of malaria, main tropical parasitic disease, has develo-
ped resistance to the traditional drugs. In this sense, aminopeptidasese PepN, from the bacterium
Escherichia coli, and PfA-MT1, from the Plasmodium falciparum parasite, are new targets in these
sicknesses. The objective of this work was the identification of synthetic inhibitors of ePepN and
PfA-M1, with potentialities as antibacterial and antimalarial agents. Methods. Using two multicom-
ponent Ugi-reactions, two libraries of 33 bestatin- and actinonin-based peptidomimetics were syn-
thesized and evaluated against PfA-M1. In addition, 22 tetrazole-peptidomimetics were synthesized
and evaluated against ePepN. Results. Three tetrazoles (YTE003, YTEOQ7, YTEQ08) were identified
as potent and selective ePepN inhibitors, regarding porcine M1 aminopeptidase (pAPN). YTEOO3
shows in vitro antibacterial activity, which supports its potential as leader compound in the field of
antibacterial agents. Toward PfA-M1, compound KBEOQ9 was identified as a potent inhibitor, with in
vitro antimalarial activity, that does not inhibit pAPN at concentrations of therapeutic relevance, and
it is not cytotoxic up to 200 pmol/L against the human HUVEC cell line. It was found that KBEOO9
inhibits AP activity in the whole and isolated parasite in the same order of magnitude as its in vitro
antimalarial activity. These properties lead into considering the peptidomimetic a promising molecu-
le as a lead compound against malaria.
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del estado de transicion del mecanismo catalitico de estas
enzimas, y la actinonina.®™ Sin embargo, una desventaja
clave para su uso terapéutico es su baja selectividad para la
inhibicion de las metalo-APR, ya que también inhiben a estas
enzimas humanas.” No obstante, las estructuras de la bes-
tatina y la actinonina constituyen fuente de inspiracion para
el disefio de compuestos de naturaleza peptidica con vistas
a potenciar los indices de actividad y selectividad frente a las
metaloaminopeptidasas microbianas.('® Por otra parte, se ha
informado actividad antimicrobiana frente a bacterias y pro-
tozoos patdgenos para compuestos tetrazoélicos.(¥

Las reacciones multicomponentes son procesos en los

INTRODUCCION

La resistencia de las bacterias patégenas para los huma-
nos, a los antibidticos convencionales, constituye uno de los
mayores problemas de salud publica en la actualidad a nivel
mundial.M Por otra parte, la malaria es la principal enferme-
dad parasitaria humana en las regiones tropicales, y su agente
etiolégico mds letal es el protozoo Plasmodium falciparum.®
El desarrollo de nuevos agentes antibacterianos y antimalari-
cos potentes y selectivos, dirigidos contra nuevas dianas mo-
leculares, es una necesidad urgente.®

Entre los procesos fisioldgicos que resultan fundamentales
para la supervivencia, el crecimiento y el desarrollo de los mi-

croorganismos, se encuentra la protedlisis.® Es por ello que las
proteasas bacterianas y de parasitos han atraido la atencion de
varios grupos de investigadores en los Ultimos afios, en calidad
de nuevas dianas para la busqueda de inhibidores con efecto
antibacteriano y antiparasitario, respectivamente.®9 Entre las
enzimas de este tipo que mas se han estudiado para este fin,
se encuentran las aminopeptidasas (AP) de tipo metalo perte-
necientes a la familia M1 (APN).”? Dos APN microbianas que
se consideran buenos blancos de inhibidores son la ePepN, de
Escherichia coli, y PfA-M1, de P falciparum.©®

La mayoria de los inhibidores potentes de estas APN, in-
formados hasta la fecha y de origen sintético, son péptidos
o peptidomiméticos.® Las AP de tipo metalo se inhiben tipi-
camente por la bestatina, un seudopéptido natural, andlogo

cuales se condensan tres o mas moléculas (de forma simul-
tdnea o secuencial) para formar un producto que integra la
mayoria de los dtomos de los materiales de partida. Estas re-
acciones ofrecen ventajas como la generacién de gran diver-
sidad y complejidad estructural y en la actualidad se conside-
ran poderosas herramientas para la generacion de bibliotecas
combinatorias.("™® En este trabajo nos propusimos obtener
por via recombinante ambas enzimas. Ademas, se describe
la sintesis de dos bibliotecas de 33 peptidomiméticos en total
basados en las estructuras de la bestatina y la actinonina me-
diante reacciones multicomponentes, y 22 peptidomiméticos
tetrazoles. También nos propusimos identificar en las biblio-
tecas de peptidomiméticos y tetrazoles inhibidores potentes
y selectivos de la actividad de ePepN y PfA-M1, con potencia-
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lidades para la obtencion de estructuras lideres como agen-
tes antibacterianos y antimalaricos.

METODOS

Sintesis de peptidomiméticos N-alquilados basados en
la bestatina mediante la reaccion de Ugi-4-componentes,
y de compuestos inspirados en la actinonina mediante
la reaccién de Ugi 4-componentes 5-centros. Se realizé
de acuerdo a Méndez et al. y Gonzélez-Bacerio et al. (1617

Sintesis  multicomponente en fase sdlida de
peptidomiméticos tetrazoles mediante la reaccién de
Ugi-azida-4-componentes. Se realiz6 como se describe
en Méndez et al. (9.

Disefo, optimizacion, sintesis y clonacion del gen pfam1
en el vector de expresion en Escherichia coli. Se realizd
de acuerdo a Gonzalez-Bacerio et al. (9.

Expresion, purificacion, identificacion mediante métodos
protedmicos y caracterizacion cinética de ePepN. La
expresion y purificacion de ePepN se realizd de acuerdo
con Méndez et al® y Larrea®. La identificacion
de la enzima mediante métodos protedmicos y la
caracterizacion cinética de ePepN se realizd como se
describe en Larrea @, La caracterizacion cinética de la
inhibicion por la bestatina se efectud segun Varela et al @,

Expresion, purificacion e identificaciéon de PfA-M1
mediante Western blot y métodos protedmicos. Se
describe en Gonzélez-Bacerio et al.'?

Obtencion de APNp. Se describe en Méndez et al.('®

Caracterizacion cinética de PfA-M1. El estudio del efecto
de la concentracion de Zn? sobre la actividad enzimatica
y la determinacion del perfil de inhibicion se describen
en Gonzalez-Bacerio et al.?? El estudio de pH optimo y la
determinacion de los parametros cinéticos se realizaron
de acuerdo a Gonzalez-Bacerio et al.1% %2

Tamizaje de 22 peptidomiméticos tetrazoles sintéticos
para la inhibicién de ePepN. Se realizé segun Méndez
etal (9

Tamizaje de 33 peptidomiméticos sintéticos N-alquilados
basados en la bestatina y compuestos basados en la
actinonina para la inhibicion de PfA-M1. Se realizé como
se describe en Gonzélez-Bacerio et al. ()

Estudios de selectividad para la inhibicién de ePepN por
los tetrazoles en comparacion con APNp. Se describe en
Méndez et al. (®

Estudios de selectividad para la inhibiciéon de PfA-M1 por
KBEOO9 en comparacion con APNp. Se realizd como se
describe en Gonzalez-Bacerio et al. 1)

e Caracterizacion cinética de la inhibicion de ePepN por
YTEOQ8. Se realizé de acuerdo a Méndez et al. (18

e Anclaje molecular in silico y simulaciones de dinamica
molecular para el complejo YTE008-ePepN. Se realizé de
acuerdo a Méndez et al. (®

e Anclaje molecular in silico para el complejo KBE0OQ9-
PfA-M1. Se realizé como se describe en Gonzalez-
Bacerio et al. (")

e FEnsayo cinético con sustratos  fluorogénicos,
Plasmodium falciparum 3D7 integro y aislado de los
eritrocitos, y bestatina y los peptidomiméticos sintéticos
(incluyendo KBE0O9). Se realizd como se describe en
Gonzalez-Bacerio et al. 17

e Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro
contra Escherichia coli de los tetrazoles. Se describe en
Méndez et al. (18

e Tamizaje de 33 peptidomiméticos sintéticos N-alquilados
basados en la bestatina y compuestos basados en la
actinonina para la inhibicién de la proliferacion in vitro de
Plasmodium falciparum 3D7 y FcB1. Se realizd6 como se
describe en Gonzdlez-Bacerio et al. 17

e Determinacion de la actividad hemolitica y citotdxica de
los tetrazoles. Se efectud de acuerdo a Méndez et al. (18

e Determinacion de la actividad hemolitica de los
peptidomiméticos N-alquilados basados en la bestatina
y compuestos basados en la actinonina. Se realizé como
se describe en Gonzalez-Bacerio et al. 17

e Determinacién de la actividad citotdoxica de KBEOO9
frente a células HUVEC. Se realizd como se describe en
Gonzalez-Bacerio et al. (")

e Determinacién del efecto de la bestatina y los
peptidomiméticos sintéticos (incluyendo KBEOQ9) sobre la
inhibicién dela proliferacionin vitro de una cepatransgénica
de Plasmodium falciparum superproductora de PfA-M1. Se
realizd de acuerdo a Gonzalez-Bacerio et al. @

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de los peptidomiméticos basados en la
bestatina, la actinonina y los tetrazoles

En la primera parte de este trabajo se describe la utiliza-
cion de la reaccion de Ugi-4-componentes (Ugi-4C) para la
obtencion de peptidomiméticos N-alquilados basados en la
estructura peptidica de la bestatina (Figura 1). En este sen-
tido, el disefio estuvo orientado a la conservacién del grupo
amino terminal de la bestatina, responsable de interacciones
con varios residuos glutamato en los sitios activos de ePepN
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y PfA-M1, asi como a la introduccion de cadenas laterales
hidrofébicas capaces de interactuar con los sub-sitios STy
ST’ de estas enzimas.®?% Los compuestos disefiados son
tripéptidos de tipo Phe—N(aa)-Leu, donde aa es la porcién
aminoacidica introducida durante la reacciéon de Ugi-4C. Es-
tos compuestos son totalmente novedosos y pueden incluso
conducir a nuevos modos de inhibicion. Boc-fenil alanina y el
metil éster de la leucina se emplearon como componentes
acido y amino, respectivamente. La naturaleza multicompo-
nente de este proceso permite la introduccion de elementos
adicionales de diversidad, a partir de diferentes componentes
carbonilicos e isonitrilos. Por otra parte, la reaccion de Ugi-4C
permite obtener péptidos N-sustituidos, que por lo general po-
seen mayor estabilidad metabdlica y permeabilidad de mem-
branas que las estructuras peptidicas analogas.®?9

En una segunda aproximacion, se decidié emplear la re-
accion de Ugi 4-componentes 5-centros (Ugi-5C-4C), para el
disefio y obtenciéon de compuestos inspirados en la actinoni-
na (v. Fig. 1). Es necesario resaltar que hasta el presente gran
parte de las estrategias para la obtencion de andlogos de este
producto natural se basan en la introduccion del grupo funcio-
nal acido hidroxamico o acido hidroxamico inverso, potentes
ligandos bidentados frente al ion metalico de las dianas tera-
péuticas en cuestion.(® Es posible razonar que precisamente
esta propiedad es la responsable de la baja selectividad inhi-
bitoria reportada para la mayor parte de los compuestos de
esta familia.(" Por ello, la estrategia empleada en este trabajo
se baso en la sustitucion de este residuo por un acido car-

boxilico. Esta reaccion permite obtener pseudodipéptidos en
los cuales es posible razonar la introduccién de una amida
secundaria a partir del ciclohexil isonitrilo, elegido como com-
ponente fijo con el objetivo de reproducir las propiedades es-
téreo-electronicas del residuo L-prolinol del inhibidor natural,
y diferentes sustituyentes a partir del resto de los componen-
tes (gj. a-amino acido y compuesto carbonilico). L-Leu, L-lle,
L-Phe y L-Trp fueron seleccionados como amino acidos, de-
bido a que permiten la introduccion de residuos hidrofébicos
voluminosos, que pueden proveer interacciones, antes descri-
tas, con diversos residuos hidrofébicos del sitio activo de las
dianas terapéuticas en cuestion.

En tercer lugar, informamos la sintesis multicomponen-
te en fase sélida de peptidomiméticos tetrazoles mediante
la reacciéon de Ugi-azida-4-componentes (Ugi-azida-4C) con
aminodcidos unidos a resina (fase solida) (Figura 2). Atrajo
nuestra atencion la capacidad quelante de metales de los
tetrazoles, ademas de que algunos han sido informados con
actividad antimicrobiana contra bacterias y protozoos pato-
genos. Hipotetizamos que tetrazoles funcionalizados ade-
cuadamente (con grupos funcionales hidrofébicos y volumi-
nosos capaces de unirse al centro activo de las metalo-AP)
podrian inhibir ePepN mediante la quelacion del cation Zn?*.
Se eligid este método porque proporciona un acceso eficiente
a tetrazoles 1,5-disustituidos con tres sitios diferentes de ge-
neracion de diversidad, surgiendo de los componentes ami-
na, carbonilo e isocianida. Se seleccionaron aminoacidos con
cadenas laterales hidrofébicas, como fenilalanina, tirosina

Fig. 1. Sintesis de analogos de la bestatina y la actinonina mediante las reacciones de Ugi 4-componentes y Ugi 4-componentes 5-centros.
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Fig. 2. Sintesis de peptidomiméticos tetrazoles mediante la reaccion de Ugi-azida 4-componentes en fase solida.
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protegida con bencilo, triptéfano y valina. Los componentes
aldehido permitieron la incorporacion de sustituyentes como
2-furilo, p-metoxifenilo, 3-piridilo y 2-imidazolilo.

Identificacion de inhibidores potentes y selectivos
de ePepN con actividad antibacteriana in vitro

Ademas, se sobreexpreso la enzima ePepNr en la bacte-
ria E. coli BL21 Gold (DES3) a nivel de zaranda, a partir de una
construccién genética (ADN plasmidico) adquirida por dona-
cion, mediante la induccion con IPTG 0,5 mmol/L, afadido en
la fase exponencial tardia del crecimiento bacteriano, durante
14 h a 30°C. Este procedimiento permitio alcanzar un rendi-
miento volumétrico de 50 mg de proteina activa y soluble en
el citosol por L de cultivo. Esta enzima se purificd mediante
Cromatografia de Intercambio Iénico en la matriz Q-Sepha-
rose Fast Flow. De esta manera, se obtuvo una preparacion
enzimatica con un 85 % de pureza. La ePepNr purificada se
identificd mediante la digestion triptica de las proteinas pre-
sentes en la banda del gel correspondiente a la electroforesis
de proteinas (SDS-PAGE), y la posterior secuenciacion de los
péptidos resultantes mediante Cromatografia Liquida acopla-
da a Espectrometria de Masas en Tandem (LC-MS/MS). Los
16 péptidos secuenciados corresponden a la secuencia de la
ePepN depositada en las bases de datos, y cubren el 25 % de
esta secuencia.

Los valores de la constante de Michaelis-Menten aparen-
te (K,,ap) para la ePepNr, frente a los sustratos Ala-y Leu-pNA,
coinciden con los informados por otros autores para esta en-
zima.?” Se determind experimentalmente que la bestatina
presenta un tipo de inhibicion reversible no competitivo (o >1)
0 mixto frente a la ePepNr. De 22 peptidomiméticos tetrazo-
les sintéticos evaluados en un tamizaje frente a la ePepNr, se
identificaron tres (YTE0O03, YTE0O7, YTE0O8) que inhiben a
la enzima con valores de IC,, <2 umol/L (Figura 3). Ademas,
estos 3 compuestos son altamente selectivos para la inhibi-
cion de la enzima bacteriana en comparacion con la enzima
ortéloga porcina (APNp). El YTEOO8 es un inhibidor no com-
petitivo (o <1) de ePepN, y YTEQO3 tiene actividad antibac-
teriana in vitro (IC,; <50 umol/L a 3 'y 6 h de exposicion; IC,,
<700 umol/L a 20 h (Fig. 3). Este ultimo tetrazol presenta po-
tencialidades para la obtencion de una nueva estructura lider
para el desarrollo de agentes antibacterianos.

Se predijo mediante anclaje molecular in silico y simu-
laciones de dinamica molecular que el YTEO0QS8 tiene un pro-
bable modo de unidn al centro activo de ePepN basado en
interacciones hidrofobicas, que no involucra su interaccion
con el cation Zn?* (Figura 4). Este inhibidor no interactua con
ningun residuo perteneciente al sitio de union del sustrato, lo
que permite la union simultanea del inhibidor y el sustrato. Sin

embargo, interactla con una tirosina critica para la catalisis,
lo cual es consistente con el modo de unién no competitivo.

Ninguno de los tres compuestos (YTE003, YTEOQ7,
YTEQ08) es un potente agente hemolitico (YTEO08 100 umol/L:
15% hemdlisis a las 20 h; YTEO03 y YTEOO7 100 umol/L: 40%
hemolisis a las 20 h) o citotdxico (células de mieloma murino
P3X63Ag; YTEQO08: no disminuye significativamente la viabili-
dad celular a las 20 h; YTEOO3 a 6 y 20 h: IC,; = 100 umol/L;
YTE007 a 20 h: IC,, = 100 umol/L).

Identificacion de inhibidores potentes y selectivos
de PfA-M1 con actividad antimalarica in vitro

Se disefié un gen codificador de la enzima PfA-M1 fu-
sionada a una cola de histidinas, el cual se optimizd para
Su expresion en E. coli. Como resultado de la optimizacion,
el Indice de Adaptacién de Codones para el sistema E. coli
se incrementoé desde 0,65, en el gen nativo, hasta 0,96, en el
gen modificado. Ademas, el contenido promedio de G/C au-
menté desde 26,36 %, en el gen natural, hasta 39,28 %, en el
gen optimizado. El gen optimizado de la PfA-M1 se sintetizd y
clond en un vector plasmidico de expresion en E. coli, median-
te la contratacion de los servicios de la compafia alemana
GeneArt.

Se expreso la enzima PfA-M1r en la bacteria E. coli BL21
a nivel de zaranda mediante la induccién con IPTG 1T mmol/L,
afiadido en la fase exponencial tardia del crecimiento bacte-
riano, durante 18 h a 37°C. Este procedimiento permitio alcan-
zar un rendimiento volumétrico de 100 mg de proteina activa
y soluble en el citosol por L de cultivo. El método de induccion
mencionado anteriormente permite obtener un mayor nivel de
expresion (PfA-M1r constituye el 19 % de las proteinas en el
extracto soluble de la bacteria) y rendimiento volumétrico que
la induccién con IPTG 0,1 mmol/L, afiadido al comienzo del
cultivo, y la autoinduccion con lactosa 0,2 %. Se determind
que el tiempo de induccién éptimo para la produccion de la
enzima recombinante es 18 h, y que dos ciclos de ultrasonido
es |la cantidad 6ptima para la extraccion de la PfA-M1r a partir
de las células de la bacteria.

Se selecciond el Co?* como catién metalico divalente
para la purificacion de la PfA-M1r mediante Cromatografia
de Afinidad con lon Metalico Inmovilizado (IMAC). Este cation
permite obtener una proteina mas pura, en comparacion con
el Niz* y el Cu?*. Ademas, se selecciond 50 mmol/L como la
concentracion dptima de imidazol para la elucion de la protei-
na recombinante adsorbida a la matriz de Co?*. Se purificd la
PfA-M1r a partir del extracto proteico soluble de la bacteria,
mediante IMAC en una matriz con Co? inmovilizado, con un
rendimiento final de 24 mg de proteina activa por L de cul-
tivo. De esta manera, se obtuvo una preparacion enzimatica
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conun 97 % de pureza. Se identifico la PfA-M1r purificada, asi
como productos de degradacién de la proteina recombinante
en la preparacién purificada, mediante un Western-blot con
un anticuerpo anti-cola de histidinas. La PfA-M1r purificada y
su principal producto de degradacion se identificaron ademas
mediante LC-MS/MS, a partir de los péptidos tripticos deri-
vados de ambas bandas proteicas en el gel de la SDS-PAGE.
Todos los péptidos secuenciados corresponden a la secuen-
cia de la PfA-M1 depositada en las bases de datos, y cubren
el 69 y el 25 % de esta secuencia, en cada caso. Ninguno de
los péptidos secuenciados corresponde a la secuencia de la
APN endodgena de E. coli, ePepN, por lo que esta ultima no es
un contaminante apreciable de la PfA-M1r purificada, proteina
cuya masa molecular coincide con la de la ePepN.

La PTAM1r purificada no se activo por ZnCl, en el inter-
valo 10 nmol/L - 1 pmol/L, y se inhibe a concentraciones del
cation mayores de 1 umol/L. Esto indica que es innecesario
afiadir el Zn?* a la preparacion enzimatica para los ensayos de
actividad. Se determiné que el pH éptimo para la actividad AP
de la PfA-MT1r, frente al sustrato cromogénico Leu-pNAy a los
sustratos fluorogénicos Ala-, Leu-, Arg-y Met-AMC, es 7,2-7,4.
Este valor coincide con el informado en la literatura para la
PfA-M1 nativa. Se determinaron los parametros cinéticos de
la PfA-M1r con los sustratos cromogénicos Ala-, Leu-, Arg-y
Lys-pNA. La especificidad de sustrato de la AP, para aminoa-
cidos neutros y basicos en el extremo amino, coincide con la
informada previamente por otros autores.®® Se determinaron
los parametros cinéticos de la PfA-M1r con los sustratos fluo-
rogénicos Ala-, Leu-, Arg- y Met-AMC. Los valores de K| ap ob-
tenidos son cercanos a los informados previamente por otros
autores para la PfA-M1 nativa.®® Ademas, la especificidad de
sustrato también coincide con la informada con anterioridad
para esta APN.® Se comprobd que la PfA-M1r es insensible
al PMSF, el E64 y la pepstatina A: inhibidores tipicos de protea-
sas de tipo serino, cisteino y aspartico, respectivamente. En
cambio, la enzima recombinante se inhibid por la amastatina:
inhibidor de AP de tipo metalo; la 1,10-fenantrolina: compues-

Fig. 3. Andlogo de la bestatina y tetrazol
con actividad inhibitoria de metaloamino-
peptidasas microbianas y potencialida-
des como agentes antimalaricos y anti-
bacterianos.

to que inhibe a las proteasas de tipo metalo; y la bestatina:
inhibidor de AP de tipo metalo neutras y bdsicas.

De 33 peptidomiméticos sintéticos evaluados en un tami-
zaje inicial frente a la PfA-M1r y cultivos eritrociticos de P fal-
ciparum 3D7 (sensible a la cloroquina), se identificaron 5 que
inhiben a la enzimay la proliferacion in vitro del parasito en un
45 % o mas, a 20 y 25 umol/L de los compuestos, respecti-
vamente. Resultados similares se obtuvieron frente a la cepa
FcB1 del parasito (resistente a la cloroguina). Se comprobo
gue ninguno de estos 5 peptidomiméticos, a 25 pmol/L, pro-
mueve la pérdida de la integridad celular de los eritrocitos. De
los 5 peptidomiméticos seleccionados, se identificé el com-
puesto KBEOO9 (Fig. 3), mediante estudios de dosis-efecto,
como un inhibidor potente (submicromolar) de la PfA-M1r
(IC,, = 0,8 umol/L), cuya actividad antimalarica in vitro frente
a P falciparum 3D7 es tan potente como la de la bestatina
(IC,, =18 vs. 21 pmol/L, respectivamente). De modo notable,
el KBEOO9 presenta la misma potencia para la actividad anti-
maldrica frente a la cepa FcB1 del parésito (IC,, = 16 pmol/L).
Utilizando el mismo procedimiento, se comprobd que este
peptidomimético no inhibe a la APNp, a concentraciones de
relevancia terapéutica. Ademas, el KBEOO9 no es citotoxico,
hasta la concentracion de 200 pmol/L, frente a la linea de cé-
lulas humanas HUVEC. Con este trabajo se aporta una nueva
molécula al reducido grupo de inhibidores conocidos de la
PfA-M1 que tienen potencialidades para la obtencion de es-
tructuras lideres contra la malaria.

Se predijo, mediante simulaciones de anclaje molecularin
silico, que el modo de unién del KBEOQ9 a la PfA-M1 se basa
en interacciones hidrofébicas y en la complementariedad
geomeétrica entre el inhibidor y el centro activo de la AP, sin
coordinar al ion Zn?* de la enzima (Figura 5). Estas interaccio-
nes hidrofdbicas son similares a las descritas por otros auto-
res para otros inhibidores de la AP(¥ Ademads, la selectividad
de la inhibicion de la PfA-M1r pudiera explicarse por la menor
complementariedad geométrica y cantidad de interacciones
hidrofobicas entre el KBEOO9 y el centro activo de la APNp.
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Fig. 4. Modo de union predicho para el complejo ePepN-YTEQ08. Su-
perposicion de los complejos modelados de los isomeros Ry S del
inhibidor en un diagrama de superficie del centro activo de ePepN.
YTEOQQ8 vy el inhibidor tipo sustrato L-B-HPheAla se muestran en re-
presentacion de varillas. Codigo de colores: carbonos en amarillo
(YTEOO8) y azul claro (L-B-HPheAla), oxigenos en rojo, nitrégenos en
azul oscuro. El &tomo de Zn?* se representa como una esfera gris.

Fig. 5. Simulaciones de anclaje molecular in silico para la unién del
KBEQO9 y la bestatina al centro activo de PfA-M1. Solo se representa
un diasterémero del KBEOQ9 (verde) (la union de ambos isémeros es
similar). La bestatina (best) se muestra en naranja. La coordinacién
del Zn?* se representa con lineas discontinuas.

Este novedoso modo de interaccion difiere del informado
para el resto de los inhibidores potentes y selectivos conoci-
dos de esta APN.@9

Se validd un ensayo cinético con los sustratos fluorogé-
nicos Ala-y Leu-AMC, P, falciparum 3D7 integro y aislado de

los eritrocitos como fuente de la PfA-M1 nativa, y la bestatina
como inhibidor de esta enzima. La bestatina inhibe la activi-
dad AP enddgena frente a ambos sustratos con una potencia
(expresada como un intervalo) similar a la mostrada para la
inhibicion de la PfA-M1r (IC_; <0,3T pmol/L). Otros autores
han informado una potencia similar para la inhibicion de la
actividad AP de tipo metalo neutra en extractos del parasito.
©9 En cambio, la actividad AP enddgena, medida en el pre-
sente trabajo con el sustrato Arg-AMC en el parasito integro y
aislado, se inhibid solo en un 50 % en presencia de bestatina
160 pmol/L. Se comprobd que el KBEOO9 inhibe la actividad
AP en el parasito integro y aislado, frente a los sustratos Ala-
y Leu-AMC, con valores de IC,; de 82y 27 umol/L, respecti-
vamente. Estos valores se encuentran en el mismo orden de
magnitud que la IC,, del KBEOQ9 para la actividad antimala-
rica in vitro (18 umol/L). La actividad AP enddgena también
la inhiben los peptidomiméticos con actividad antimalarica in
vitro ALOO5, YANOOS5 y KBEO2T, no seleccionados por su baja
selectividad para la inhibicidon de la PfA-M1r, pero utilizados
como controles positivos en este experimento a 25 pmol/L.
Consistentemente, el compuesto KBEOO03, débil inhibidor de
la PFA-M1r y potente antimalarico, empleado como control
negativo a 200 pmol/L, no inhibe la actividad AP enddgena de
tipo PfA-M1 (frente al sustrato Ala-AMC).

Se observd que la resistencia de una cepa transgénica
de P falciparum 3D7, que sobreexpresa el gen de la enzima
PfA-MT1, al efecto antimalarico del KBEOQ9, es aproximada-
mente 42 veces mayor que la de P falciparum 3D7 salvaje.
Esta resistencia diferencial es de mas de 88, 6,37y 17 veces
frente a los compuestos controles: bestatina, AL005, YANOO5
y KBEO21, respectivamente. El mismo procedimiento se ha
empleado previamente por otros autores para establecer que
la PfA-M1 es una diana del efecto antimalarico de la bestatina
y otro compuesto.®) Estas evidencias indican que el efecto
antimaldrico in vitro del KBEOO9 y la inhibicion de la PfA-M1
nativa por este compuesto estan relacionados. Esto permite
clasificar al peptidomimético como uno de los pocos inhibi-
dores de la PfA-M1 cuyo mecanismo de accion para la activi-
dad antimalarica se ha relacionado experimentalmente con la
inhibicion de dicha AP,

Conclusiones

En este trabajo se obtuvieron por via recombinante dos
APNs microbianas, ePepN y PfA-M1, con caracteristicas ciné-
ticas similares a las de las enzimas nativas, lo que las faculta
como dianas para la identificacién de inhibidores. Utilizando
reacciones multicomponentes de Ugi, se sintetizaron 33 pep-
tidomiméticos basados en la bestatina y la actinonina, y 22
peptidomiméticos tetrazoles, y se evaluaron frente a ambas
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APNs, identificAndose dos compuestos, uno con actividad
frente a ePepNr y cultivos de E. coli, y uno frente a PfA-M1ry
cultivos de P, falciparum. Estos compuestos constituyen po-
tenciales estructuras lideres a partir de las cuales es posible
obtener agentes antibacterianos y antimalaricos.
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