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RESUMEN

“SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LEUENCEFALINA”
por

Rubén Rodriguez Jiménez

Para obtener el Titulo de Quimico Industrial

Universidad Auténoma de Baja California, Enero 2010

En este trabajo se describe la caracterizacién y sintesis en fase sélida de la
Leuencefalina (Figura 1), el cual es un péptido de cinco aminoacidos, que se
encuentra en una variedad de lugares en el cerebro (sistema limbico) y en el
conducto gastrointestinal. Para la sintesis de este compuesto se utilizé como soporte
a la resina Rink-amida, como grupos protectores al 9-fluorenilmetoxicarbonilo
(FMOC) y ter-butoxicarbonilo (BOC) y como activador en la formacion del enlace
peptidico entre los aminodcidos a la diisopropilcarbodiimida (DIC). Para la
caracterizacion del péptido, se recurrié al uso de diversas técnicas instrumentales
analiticas, tales como: Infrarrojo, Cromatografia de Liquidos de alta resolucién y

Espectrometria de Masas.

o) 0 0 0 0
[ [ [ [ I
H,N——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——OH
| | |
CH, H CH, CH,
CH—CH,
CHs

OH

Figura 1.- Estructura quimica de la Leuencefalina.
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I. GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION

El término proteina fue utilizado por vez primera por el quimico alemén
Gerardus Mulder, en 1838, para nombrar a un grupo especifico de sustancias muy
abundantes en todas las plantas y animales. Mulder pronosticé correctamente la
importancia de las proteinas; tom6 este nombre del vocablo griego proteios, que

significa primordial o de nivel primario.

Las proteinas son un grupo de biopolimeros construidos de aminoédcidos que
exhiben una amplia gama de estructuras y funciones. Los aminodcidos se seleccionan
de una reserva de 20 moléculas diferentes, cada una con una estructura quimica
distinta. Cada tipo de proteina tiene una estructura particular definida por su secuencia
de aminoécidos, la cual estd determinada genéticamente. La informacidn necesaria para
incorporar los aminodcidos en la proporcién y el orden adecuados reside en la

secuencia de bases de nucledtidos de un gen (una regiéon de DNA).

La composicion y secuencia de aminoécidos caracteristicos de cada proteina es
lo que le permite plegarse en un arreglo tridimensional preciso para que lleve a cabo la
funcién bioquimica para la cual fue disefiada. Las proteinas, como un grupo de
biomoléculas, desempefian una gran variedad de funciones; algunas participan en la
contraccion muscular y sirven para dar soporte estructural; otras transportan y

almacenan moléculas pequenas.
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Los anticuerpos (moléculas que sirven como proteccién inmunoldgica) son
proteinas, al igual que las enzimas (catalizadores bioldgicos) y algunas hormonas. Las
proteinas pueden llevar a cabo funciones tan diversas por la enorme posibilidad de

combinaciones en la composicion y secuencia de aminoécidos.

1.2 OBJETIVOS

1) Preparacion de la resina.

2) Unioén de leucina a la resina.
3) Uniodn de fenilalanina a leucina.

4) Union de glicina con fenilalanina.

5) Unidn de tirosina con glicina.
6) Eliminacion del FMOC con piperidina.
7) Eliminacion del BOC y la resina con TFA

8) Caracterizacion del producto.

Rubén Rodriguez Jiménez 3
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II. MARCO TEORICO

2.1 PROPIEDADES DE LOS AMINOACIDOS

Un aminodcido es cualquier molécula orgdnica que posee por lo menos un
grupo carboxilo (un dcido orgdnico) y un grupo amino (una base orgdnica). Segtin esta
definicién general, en las células de plantas y animales existen cientos de aminoédcidos
distintos; sin embargo, nos vamos a enfocar a un grupo selecto: aquellos 20 que son

codificados genéticamente para incorporarse en las proteinas (Tabla 1).

Tabla 1. Aminodcidos encontrados en proteinas.

Cadigo de Cadigo de

Nombre una letra 3 letras
Glicina G Gly
Alanina A Ala
Valina V Val
Leucina L Leu
Isoleucina | lle
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Cisteina C Cys
Asparagina N Asn
Glutamina Q Gin
Tirosina Y Tyr
Triptéfano W Trp
Aspartato D Asp
Glutamato E Glu
Histidina H His
Lisina K Lys
Arginina R Arg

Este grupo de aminodcidos comparte una estructura general que consta de un
carbono central (carbono alfa o quiral), rodeado de un hidrégeno, un grupo carboxilo,

un grupo amino y una cadena lateral R (Figura 2).
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COOH

Carbono o TC|~“‘\\\H
/\

HN R

Figura 2. Estructura general de los 20 aminodcidos de las proteinas.

Por esta distribucion de los grupos funcionales alrededor del carbono central a,
a estos aminodcidos se les llama con frecuencia o-aminodcidos. La naturaleza de la
cadena lateral puede variar desde un simple dtomo de hidrégeno hasta un complejo
sistema de anillos, y es la que determina la reactividad quimica y bioldgica que

distingue a cada aminodcido.

El carbono a tetraédrico de cada aminoacido, con excepcion de la glicina (R =
H), lleva unidos cuatro dtomos o grupos quimicos distintos, por consiguiente es un
centro de quiralidad. Como resultado de este tipo de arreglo, existen dos
estereoisdmeros o imagenes especulares que no se pueden superponer (enantidémeros),
llamados D y L. aminodcidos (figura 3). Las soluciones de cada estereoisémero puro
presentan actividad Optica, es decir, rotan el plano de luz polarizada en direcciones

opuestas (por esta razon también se les llama isdémeros Opticos).

Q
[e]
I
o]
[e]
I

i le)
anlQ

I
5
E
I

Ol
I
5

HE—=————INH,

Ol

I
~

L-Fenilalanina D-Fenilalanina

Figura 3. Enantiomeros D y L del aminodcido Fenilalanina. Las dos estructuras son imdgenes
especulares una de otra. Las lineas punteadas sefialan los enlaces hacia los grupos que estdn detrds del
plano, y las cufias representan los enlaces que sobresalen del plano del carbono a.
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Los isomeros D y L existen en forma natural; pero sélo los isémeros L se
utilizan para construir las proteinas. El papel critico de los isomeros L en las funciones
proteicas tiene poco de estudiarse y entenderse. Se han encontrado cantidades
considerables de 4cido D-aspdrtico en proteinas que se acumulan con la edad en los
dientes y en el cristalino del ojo humano. Al parecer, con el tiempo se transforma el
dcido L-aspartico en acido D-aspdrtico (racemizacidn) en las proteinas almacenadas;
estas proteinas modificadas también presentan menos actividad bioldgica. Bien podria
ser que la racemizacion de aminoacidos de las proteinas, en especial del acido

aspartico, sea un factor importante en el proceso de envejecimiento.

Todos los 20 a-aminodcidos en forma pura son sdlidos blancos, cristalinos y
con alto punto de fusién; solubles en agua e insolubles en solventes organicos como
acetona, cloroformo y éter; ademds, las soluciones acuosas de aminodcidos son
conductoras de electricidad.

Tales propiedades son las que se esperarian de los compuestos i6nicos o de sus
sales, pero no se aprecian en las formulas estructurales que se muestran en las figuras 2
y 3. En el pH fisiolégico (alrededor de 7.4), los aminoicidos existen como especies
i6nicas dipolares (Figura 4); es decir, en la misma molécula existen una carga positiva
y una negativa. Estas formas se conocen como zwitteriones, palabra que en alemén

significa “ion hibrido”.

THNC——]

‘gllllll'

Figura 4. La forma de zwitteri6én para la L-alanina
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Como se ilustra en la figura 4 y en las reacciones siguientes, el grupo carboxilo
con un pK, de 2.3 disocia un protén, al igual que el grupo NH3" con un pK, de 9.7. Si
se supone que la cadena lateral R no tiene carga, la carga neta del aminodcido (a pH

neutro) como zwitterion (estructura B) es cero.

COOH COO-
- +
CHNHg* = CHNHs;*  +H
pK1 =23
CH,4 CHs
A B
COO- COO-
R +
CHNHg* ~ CHNH, +H
pK2=9.7
CHs; CHj
B C

Esquema 1: Aminoécidos y sus formas a diferentes valores de pH.

Es importante entender las propiedades dcidas y bdsicas de los aminodcidos
porque eso permite predecir la forma i6nica principal localizada a un determinado valor
de pH. La predicciéon de la carga eléctrica de un aminodcido es de particular
importancia cuando se considera la estructura y funcién de una proteina. La tabla 2

presenta un listado de valores de pK de los 20 aminodacidos de las proteinas.
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Tabla 2. Valores de pK de los 20 aminodcidos que se encuentran en las proteinas.

Nombre pK;4 pKz pKr
Glicina 2.4 9.8 -
Alanina 2.3 9.9 -
Valina 2.3 9.6 -
Leucina 24 9.6 -
Isoleucina 24 9.7 -
Metionina 2.3 9.2 -
Fenilalanina 1.8 9.1 -
Prolina 2.0 10.6 -
Serina 2.1 9.2 -
Treonina 2.6 104 -
Cisteina 1.8 10.8 8.3
Asparagina 2.0 8.8 -
Glutamina 2.2 9.1 -
Tirosina 2.2 9.1 10.9
Triptoéfano 24 9.4 -
Aspartato 2.0 10.0 3.9
Glutamato 2.2 9.7 4.3
Histidina 1.8 9.2 6.0
Lisina 2.2 9.2 10.8
Arginina 1.8 9.0 12.5

2.2 CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDOS

Cada uno de los aminodacidos tiene caracteristicas especificas dependiendo de la
naturaleza de su cadena lateral R, y de eso depende su actividad quimica y bioldgica.
Los grupos R varian en tamafio, polaridad, carga y reactividad quimica; al estudiarlos
resulta evidente que se pueden dividir en clases segiin su reactividad (Tabla 3). Esta
clasificacion es util para comprender mejor las estructuras y reactividad caracteristicas

propias de cada uno.

Rubén Rodriguez Jiménez 9



Tabla 3. Clasificacién de aminodcidos segtin la reactividad y polaridad de la cadena lateral en el pH 7.

Ala Gly Asp Lys
Val Ser Glu Arg

Leu Thr His
lle Cys

Pro Tyr

Met Asn

Phe Gin

Trp

2.2.1 GRUPO I: Aminoacidos con cadenas laterales no polares

Los aminodacidos de este grupo son: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,

fenilalanina, metionina y triptéfano. Todas las cadenas laterales de los aminodcidos del

grupo I tienen grupos alifaticos o aromadticos y, por consiguiente, son hidrofébicos.

Dado que estas cadenas son en su mayoria hidrocarbonadas, su reactividad quimica es

menos importante. Las proteinas disueltas en solucion acuosa se pliegan en una forma

tridimensional que oculta en su interior los residuos hidrofébicos de los aminodcidos de

este grupo.

Alanina Valina

HoN— CH—C——OH
CHs CH—CHg

CHg

HoN——CH—C——OH

Leucina

HoN——CH—C——O0H

CH—CHs

CH,

Isoleucina

H;N——CH—C——0H

CH—CHj

CHs

Rubén Rodriguez Jiménez
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Prolina Metionina Fenilalanina Triptéfano

o}
I HN—CH—C—OH  HN—CH—C—OH  H,N— CH—C——OH
C—OH
THZ CH CH,
CH,
HN | /
S
| HN
CH3

Esquema 2: Aminodacidos del grupo I

2.2.2 GRUPO II: Aminoacidos con cadenas laterales polares,

sin carga en el pH fisiologico

Los aminodcidos del grupo II son: glicina, serina, cisteina, treonina, tirosina,
asparagina y glutamina. Al examinar las cadenas laterales de los aminoacidos de este
grupo, se encuentran grupos funcionales muy variados; pero la mayoria tiene por lo
menos un heterodtomo (N, O o S) con un par de electrones disponible para formar
puentes de hidrogeno con el agua o con otras moléculas. Quizd el aminodcido mas
interesante de este grupo es la cisteina, que posee un grupo —SH (sulfhidrilo) en la
cadena lateral. El grupo —SH puede reaccionar en condiciones oxidantes con un grupo —
SH de otra cisteina y formar un enlace disulfuro (figura 5). Los agentes reductores
transforman de nuevo este enlace en grupos sulfhidrilo. El enlace disulfuro que se
forma entre las cisternas tiene importancia en las estructuras tridimensionales de las

proteinas.
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Glicina Serina Treonina Cisteina

H,N——CH—C——OH H;N——CH—C——O0H  H:N——CH—C——OH  HN——CH—C——0H
i CH CH—OH CH,
2
| CHs SH
OH
Tirosina Asparagina Glutamina
H;N——CH—C——OH HZN—C|)H—C—OH H,N——CH—C——OH
CH, THZ TH2
(|;:O |CH2
OH |C:O
NH,
OH

Esquema 3: Aminodcidos del grupo II

0
HoN——CH—C——O0H

Ho
Condiciones

2 H,N——CH—C——OH Oxidantes Enlace

|
T <« Disulfuro
S
|
C

| Condiciones

Reductoras
Hy

HO—C—(.DH—NH2

0]

Figura 5. Dos residuos de cisteina forman un enlace disulfuro bajo condiciones oxidantes. Los agentes
reductores rompen el enlace disulfuro y se invierte la reaccién.
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2.2.3 GRUPO III: Aminoacidos con cadenas laterales acidas

En este grupo solo existen dos aminoécidos: dcido aspértico y 4cido glutdmico;
ambos tiene un grupo carboxilico en la cadena lateral que les confiere sus propiedades
dcidas. En el pH fisiolégico, los tres grupos funcionales de estos aminodcidos se

encuentran ionizados en una especie con carga neta de -1.

Acido Aspértico Acido Glutdmico
Hs;N——CH—C——OH H,;N——CH—C——OH
L, L,
(|3:O C|7H2
b I
|OH

Esquema 4: Aminodcidos del grupo III

2.2.4 GRUPO IV: Aminoacidos con cadenas laterales basicas

Los tres aminoécidos de este grupo son: histidina, lisina y arginina. Cada cadena
lateral es bdsica por lo que cada una puede aceptar un protén. La cadena lateral
imidazol de la histidina tiene un pK, cercano al pH fisiol6gico, de modo que pueden
existir dos formas idnicas, dependiendo de las condiciones en que se presenten in vivo
(Fig. 6). La lisina tiene un grupo amino en la cadena lateral, y existe principalmente en
el estado i6nico +1 a pH neutro. El grupo guanidino de la cadena lateral de la arginina

es el mas basico de todos los grupos R (pK, = 12.5).
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Los aminodacidos de los grupos II, III y IV son hidrofilicos y en un medio

acuoso tienden a agruparse en la parte exterior de una proteina.

Histidina Lisina Arginina
HeN——CH—C——O0H HpN—— CH—C——OH HzN—TH—C—OH
CHe CHs <|3H2
CH
CH 2
N 2 |
\\ CH CHe
NH 2 |
| NH
CH, |
| C——NH
NH,
NH,

COO coo
Hp | pKr =6 Ho |
| C H | | C | H
HIN NH NH N NH NH;
+§§// + 13 QQV/

Figura 6. Dos formas iénicas de la histidina pueden estar presentes in vivo.

2.3 REACTIVIDAD DE LOS AMINOACIDOS

La reactividad de los a-aminodcidos corresponde a la que tienen sus grupos
funcionales. Los grupos carboxilo se pueden transformar, en condiciones apropiadas en
ésteres y amidas y los grupos amino en amidas. Los grupos hidroxilo de la cadena
lateral, como los de la serina, reaccionan con 4cidos y forman ésteres; algunas de estas
reacciones suceden en condiciones fisioldgicas. El grupo carboxilo de un aminoacido
puede enlazarse con el grupo amino de otro aminoicido y formar un enlace peptidico o

amido.

Rubén Rodriguez Jiménez 14



A veces las proteinas contienen aminodcidos poco usuales que no se incluyen en
el conjunto de los 20 originales. Esos aminoacidos se generan casi siempre en
reacciones quimicas que se llevan a cabo en los aminodcidos estindares después de que
se han incorporado en las proteinas. Algunos de los aminodcidos modificados que se
encuentran en las proteinas se muestran en la figura 7; éstos les confieren nuevas
propiedades bioquimicas a las proteinas. Por lo regular, la célula utiliza una forma
quimica modificada de tirosina, la O-fosfotirosina, para regular la actividad enzimatica.

Las formas hidroxiladas de prolina y lisina se encuentran en la coldgena, una proteina

estructural.
(S
OH COO
\\\\\\
HO HsN
COg s
e
N
My
4-hidroxiprolina 5-hidroxilisina
008
0 Q coo
!:! \\\\\\\ !:! .
> 9 aW
8// @® O// fo o
NH3 Hy ®
Q 8 NH
€] €] 3
Fosfoserina Fosfotirosina

Figura 7. Estructuras de aminodcidos modificados que se encuentran en algunas proteinas. La 4-hidroxiprolina
y 5S-hidroxilisina se encuentran en la coldgena, una proteina estructural de los tendones. La fosfoserina y
fosfotirosina cambian la reactividad de proteinas reguladoras.

La importancia de los aminoacidos en los procesos bioldgicos, ha permitido a
los bioquimicos desarrollar varios métodos para analizar mezclas de aminodcidos. La

composicioén de aminoacidos de una proteina se puede determinar por:
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1. Degradacion de la proteina en sus aminoacidos individuales.
2. Separacién de los aminodcidos.

3. Identificacién y cuantificacion de los aminodcidos.

La cromatografia es una técnica muy utilizada para separar, identificar y medir
la cantidad de aminodcidos. La cromatografia de intercambio i6nico es especialmente
eficaz porque separa los aminoacidos por sus distintas propiedades dcido-base (cargas

ionicas). Durante el anélisis de aminoacidos suelen presentarse dos problemas:

1. Los aminodcidos por lo comin se encuentran en concentraciones muy
bajas y por lo tanto se necesitan utilizar técnicas muy sensibles.
2. Los aminoacidos son dificiles de detectar porque tienen pocas

propiedades fisicas o quimicas féciles de medir.

En la actualidad se cuenta con varios compuestos quimicos que reaccionan con
los aminoécidos y forman derivados que se pueden detectar con técnicas sensibles
como la espectrofotometria de absorciéon ultravioleta-visible (UV-VIS) y de
fluorescencia. En la figura 8 se muestran algunos de estos reactivos. La ninhidrina
reacciona con aminodcidos formando un pigmento pirpura (amarillo con prolina). El
reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) reacciona con el grupo amino de los
a-aminoécidos y forma derivados de color amarillo ficilmente detectables por
espectrofotometria. La fluorescamina y el cloruro de dansilo forman derivados
fluorescentes de aminodcidos; estos reactivos quimicos permiten detectar niveles de

aminoécidos del orden de nanomoles (10 moles) a picomoles (10" moles).
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Figura 8. Reactivos para el andlisis de aminodcidos. La ninhidrina reacciona con todos los aminodcidos dando
un color azul purpura, con excepcién de la prolina, que da un color amarillo. El reactivo de Sanger, la
fluorescamina y el cloruro de dansilo reaccionan con los aminoédcidos y péptidos formando compuestos
coloridos o fluorescentes.
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2.4 POLIPEPTIDOS Y PROTEINAS

Se pueden unir dos a-aminodcidos mediante la formacién de un enlace amido o

también denominado peptidico:

R R’ H,0

R
Hﬁ—(l:—cog + Hﬁ—cl:—cog —A» Hﬁ—cl:—ﬂ—“—

IC|)—:U
Q
o
@)

Esquema 6: Reaccion de formacién del enlace peptidico

Esta reaccion, definida como una condensacién (pérdida de una molécula de
agua), entre el grupo carboxilo de un aminodcido y el grupo amino del otro, da lugar a
un dipéptido; la reaccién se puede repetir con mas aminoacidos que se unen en una
cadena formando un tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, etc. A cada uno de los
aminodacidos incorporados en el polipéptido se le denomina residuo. Los péptidos que
contienen de dos a diez residuos de aminoécidos normalmente se nombran con el
prefijo quimico usual para los ndmeros (di, tri, tetra, penta, hexa, hepta, octa, nona y
decapéptido). Los productos que tienen de 10 a 100 aminodcidos se llaman
polipéptidos, mientras que aquéllos con mas de 100 aminoacidos, proteinas.

Por lo general, los polipéptidos y las proteinas que se aislan de células y tejidos
contienen entre 2 y 2000 aminodcidos. Si se supone que el peso molecular promedio de
todos los aminodcidos es 110, se puede estimar que el peso molecular de la mayoria de
las cadenas de péptidos y proteinas va de 220 a 220 000, aunque también se han

encontrado mas grandes.
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Sin importar cudntos aminodcidos estén unidos por enlaces peptidicos, casi
siempre se distinguen dos extremos en la cadena: un amino terminal (o N-terminal) y
un carboxilo terminal (o C-terminal). En el dipéptido formado en la reaccion anterior,
el aminoécido con la cadena lateral R es el N-terminal y el que tiene la cadena lateral

R’ es el C-terminal.

Por convencioén, los péptidos se escriben y se numeran desde el extremo amino

(a la izquierda) hacia el carboxilo terminal (a la derecha) como se hace en la figura 9.

[©]
I
CH
O 2
N\ |
i P
Residuo THZ H3C\ CHs OH CHe Residuo
aminoacido O c aminoacido
N-terminal | P //O P o C-terminal
-termina o -termina
MC—C  gi—? ClH—C I 7
/NS N\ ST e
HaN® N N N N/ N
H H 8
1 2 3 4 5

Figura 9. Un péptido donde se muestra la numeracién y direccién correctas. El residuo amino terminal,
dibujado siempre a la izquierda, comienza con el numero 1. La estructura del pentapéptido se escribe como
Gly-Glu-Val-Ser-Lys.

Las reacciones quimicas de los péptidos son caracteristicas de sus grupos
funcionales. Las cadenas laterales R de los residuos de aminodcidos muestran una
reactividad quimica semejante a la de los aminodcidos libres. Asi, por ejemplo, los
grupos hidroxilo de los residuos de tirosina y serina se transforman en ésteres al
reaccionar con 4cido fosférico. Posiblemente la reaccion quimica mas importante es la
que implica la ruptura de los enlaces peptidicos por hidrélisis dcida, basica o catalizada

por enzimas con liberacién de los aminodcidos.
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Por tanto, la composicién de aminoacidos de proteinas aisladas de células se
puede determinar mediante hidrdlisis con HC1 6M. La digestién de las proteinas de
nuestra dieta implica la hidrélisis de enlaces peptidicos por enzimas llamadas

peptidasas o proteasas del estomago e intestino para formar aminodcidos libres.

A diferencia de las reacciones anteriores, la formacién del enlace peptidico in
vivo no es tan simple. La sintesis de péptidos y proteinas no es favorable desde el punto
de vista termodinamico, ya que se requiere de una fuente de energia para activar los
aminodcidos antes de que sean incorporados a la cadena polipeptidica en crecimiento.
Ademads, se necesitan las instrucciones para colocar los aminodcidos en la secuencia
correcta. Las proteinas no tienen una secuencia aleatoria de aminodcidos, estos se

ordenan segun la informacién dictada por el DNA.

2.5 PEPTIDOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA IMPORTANTE

En la bioquimica se enfatiza mucho en las proteinas; pero no se debe pensar que

las cadenas muy largas de aminodcidos son las tinicas que tiene una funcién bioldgica.

El glutation, por ejemplo, es un tripéptido formado por 4cido glutdmico, cisteina
y glicina que tiene un papel importante en la regulacién de reacciones de oxidacion-

reduccién y en la destruccion de radicales libres nocivos para la célula (figura 10).
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Figura 10. Glutatién en sus formas reducida y oxidada.

Las hormonas de la glindula pituitaria, oxitocina y vasopresina, son

nonapéptidos que adoptan estructuras anulares por la formacién de un puente disulfuro
entre 2 residuos de cisteina (figura 11).

® @
HsN——Cys—Tyr—lle HsN—TYS—TW_Phe
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T Gln | Gin
S S\
\Cys—Asn (|)| Cys—Asn
Pro——Leu——Gly—C——NH; Pro——Arg——CGly—C——NH;
Vasopresina

Oxitocina

Figura 11. Hormonas de la glandula pituitaria.

Las encefalinas son péptidos localizados en el cerebro y el sistema nervioso que

tienen un papel importante en el control del dolor (Figura 12).

Tyr G ly G ly Phe

Leuencefalina

Metioencefalina
Tyr G ly

Figura 12. Encefalinas.
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Un péptido sintético (no se produce en forma natural en los organismos) que se
ha vuelto importante en nuestra vida actual es el de éster metilico L-aspartil-L-
fenilalanina (Aspartame o Nutrasweet R, Figura 13). Este dipéptido edulcorante (es casi
200 veces mds dulce que el azicar comun, sacarosa) tiene muchas menos calorias que
la sacarosa (que tiene 16 Kcal por cucharada contra cerca de 1 Kcal que aporta el
Aspartame) y se utiliza en bebidas gaseosas dietéticas y en los productos alimenticios

de bajo aporte caldrico.

)

co0

(|JH2 0 CH, O
o | Il o | |
3HN—C——C——N——C——C——0CH,

Figura 13. Ester metilico de L-aspartil-L-fenilalanina (Aspartame)

2.6 FUNCION DE LAS PROTEINAS

La sintesis de proteinas, efectuada segun las instrucciones almacenadas en el
DNA, puede producir miles de moléculas distintas en una célula biolégica. Cada tipo
de proteina, con su secuencia particular de residuos de aminoicidos, tiene forma,

tamafio y funcién bioldgica caracteristicas.
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2.6.1 PROTEINAS ESTRUCTURALES

Muchas proteinas proporcionan soporte mecédnico a las células y a los
organismos. Asi, la resistencia de los huesos, la piel, los tendones y los cartilagos, se
debe principalmente a la proteina fibrosa, coldgena; el componente principal de las
plumas, el cabello y las ufias es la proteina insoluble queratina; y para ensamblar
filamentos de actina, microtibulos y filamentos intermedios se utilizan las proteinas del

citéesqueleto intracelular. Ejemplos:

a) Colagenas: proteinas fibrosas que se encuentran en todos los animales;
forman redes de cables que sirven como andamiaje para el soporte de
tejidos y 6rganos.

b) Elastinas: proteinas fibrosas que se hallan en el tejido conectivo de los
pulmones y en los vasos sanguineos, como la aorta, cuyas propiedades
eldsticas les permiten estirarse varias veces su longitud normal.

¢) Queratinas: proteinas fibrosas que resisten la fuerza mecdnica; se
encuentran en los vertebrados como componentes principales de la capa
epidérmica externa y sus prolongaciones como el cabello, ufias y

plumas.

2.6.2 ENZIMAS

Todas las reacciones quimicas que suceden en los organismos requieren de un

catalizador bioldgico, a fin de que se completen las reacciones bioquimicas que ocurren

en la célula en condiciones moderadas. Permiten aumentar la velocidad de las
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reacciones metabdlicas. Dentro de las células son variadas y se encuentran en cantidad

considerable para satisfacer adecuadamente sus necesidades. Por ejemplo:

a) O6-fosfofructo-1-cinasa: Enzima glucolitica

b) Citrato sintasa: enzima del ciclo del 4dcido citrico que cataliza la
condensacidn de acetil-CoA y oxaloacetato para formar citrato

c) Tripsina: enzima digestiva de los vertebrados que cataliza la hidrdlisis

proteica.

2.6.3 PROTEINAS DE TRANSPORTE

Muchas de las biomoléculas mas pequefias, como O,, colesterol y dcidos grasos,
deben ser transportadas por todo el organismo para poder utilizarse en el metabolismo

energético y en la construccion de los componentes celulares.

Las moléculas pequefias se unen con las proteinas que las transportan por el
torrente sanguineo y a veces a través de las membranas plasmdticas. Los animales
superiores utilizan lipoproteina de la sangre para transportar colesterol, una

biomolécula muy insoluble. Ejemplos:

a) Hemoglobina: proteina globular que contiene hierro y acarrea oxigeno de los
pulmones hacia otros tejidos de los vertebrados
b) Apolipoproteina: componentes de lipoproteinas como la lipoproteina de baja

densidad (LDL) que participan en el transporte de triacilglicerol y colesterol
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2.6.4 PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO

Muchos organismos utilizan proteinas para almacenar nutrientes para uso
posterior; las plantas y los animales almacenan el hierro, un micronutriente, en la
proteina ferritina; las semillas de las plantas almacenan proteinas como el gluten, fuente
de energia para la germinacién. Las biomoléculas poco solubles en la sangre de los
animales, como los dcidos grasos, se transportan por medio de albtiminas y globulinas.
Ejemplos:

a) Caseina: proteina que se halla en la leche y almacena aminodacidos.
b) Ferritina: proteina que une hierro y se encuentra ampliamente distribuida
¢) Mioglobina: proteina que contiene el grupo hemo que une oxigeno y se halla en

los vertebrados.

2.6. 5 CONTRACCION MUSCULAR Y MOVIMIENTO

Algunas proteinas son capaces de modificar su forma, dando la posibilidad a las
células o tejidos que estén constituyendo de desplazarse, contraerse, relajarse, razén por
la cual se encuentran implicadas en los diferentes mecanismos de motilidad, algunos
ejemplos son los siguientes:

a) Actina: componente del musculo esquelético.
b) Miosina: componente del miisculo esquelético.
c) Dineina: proteina que provoca el movimiento de espermas y protozoarios por

medio de flagelos y cilios.
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2.6.6 PROTEINAS REGULADORAS

Son muchas las proteinas que regulan la actividad fisioldgica y celular. Algunos
ejemplos bien conocidos son las hormonas insulina, prolactina y tirotropina; otro grupo
importante las constituyen las proteinas G que transmiten sefiales hormonales dentro de
las células y las proteinas de unién al DNA que ayudan en la replicacion y la regulacién
de sintesis de proteinas (traduccién).

Algunos ejemplos:

a) Represor lac: interruptor genético que apaga los genes bacterianos

implicados en el catabolismo de lactosa.

2.6.7 PROTEINAS RECEPTORAS

Muchas proteinas receptoras localizadas en las membranas celulares sirven para
transmitir impulsos nerviosos y sefiales hormonales al interior de la célula. Cuando las
moléculas pequeiias de sefial como la acetilcolina o la adrenalina se unen con proteinas
receptoras en la superficie de las membranas de las células nerviosas, se transmite un
mensaje regulador al interior de la maquinaria celular. Por ejemplo:

a) Insulina: proteina sintetizada en el pancreas que actia como sefal para el
estado de saciedad en los animales superiores.
b) Glucagon: proteina sintetizada en el pancreas que actda como sefial para

el estado de hambruna en los animales superiores.

De esta descripcion puede verse la gran diversidad funcional que desempeiian

las proteinas. Con todo, las distintas funciones de las proteinas se relacionan por una
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caracteristica comun: la unién selectiva entre moléculas. Para ejercer su funcién, una
proteina a menudo se une en forma preferencial con otra molécula mediante
interacciones favorables no covalentes. La otra molécula puede ser pequefia, por
ejemplo un reactivo que se une a una enzima, 0 un neurotransmisor que se une con su

receptor, o quizd una molécula de transporte o almacenamiento.

Por su parte, las moléculas grandes también pueden interactuar con las
proteinas; durante la formacion de filamentos o tibulos, en el citoesqueleto o en la
interaccion de actina y miosina en la contraccién muscular se asocian grandes

moléculas para dar origen a los ensamblados supramoleculares.

La accién de los anticuerpos depende de su unién con antigenos especificos, que
pueden ser virus, bacterias o moléculas extrafias. La velocidad de sintesis de proteinas
también se controla por la unién de proteinas reguladoras con regiones especificas del

DNA.

2.7 TAMANO, COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS

Dado que cada tipo de proteina esta codificado por un gen, una regién particular
de DNA, todas las moléculas de ese tipo tendrdn composicién y secuencia de
aminodcidos idénticas. Este conjunto tnico de residuos de aminodcidos le confiere a
una proteina sus propiedades particulares. El peso molecular es una propiedad
importante y puede calcularse al sumar los pesos moleculares de los residuos de

aminodcidos. Debido a su complejidad, es mejor estimar este valor, multiplicando el
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numero de residuos de aminoacidos por el peso molecular promedio de un residuo, que

es de 110.

Otra forma de estimar el tamafio de una proteina es definirla en términos de
masa, que tiene unidades de daltons. Un dalton equivale a una unidad de masa atémica.
Asi, una proteina con 250 residuos de aminodcidos tiene un peso molecular aproximado
de 27500 daltons o 27.5 Kilodaltons. En la tabla 4 se presentan los pesos moleculares

de varias proteinas.

Tabla 4. Propiedades moleculares de algunas proteinas.

Peso No. de residuos No. de

Proteina molecular ? de aminoacidos  subunidades
Insulina (bovina) 5733 51 2
Citocromo ¢ (humano) 13000 104 1
Ribonucleasa A (pancreas de bovino) 13700 124 1
Lisozima (clara del huevo) 13930 129 1
Mioglobina (corazén de equino) 16890 153 1
Quimotripsina (pancreas de bovino) 21600 241 3
Hemoglobina (humana) 64500 574 4
Albimina sérica (humana) 68500 550 1
Inmunoglobulina G (humana) 145000 1320 4
RNA polimerasa (E. coli) 450000 4100 5
Ferritina (bazo de equino) 450000 4100 24
Glutamato deshidrogenasa (higado de
bovino) 1,000,000 8300 40
® En daltons

Las proteinas que constan de una sola cadena polipeptidica se denominan
monomeéricas; el citocromo ¢ es una de estas proteinas y se incluye en la tabla anterior
4. Otras proteinas son oligoméricas; es decir, constan de dos o mds cadenas de
polipéptidos, y muchas se mantienen unidas por interacciones no covalentes. También
se dice que una proteina tiene mdltiples subunidades cuando cada péptido se toma
como una subunidad; las subunidades de una proteina de este tipo pueden ser idénticas

o distintas. La hemoglobina es tetramérica (con cuatro subunidades) y consta de dos
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cadenas de proteina tipo a y dos cadenas tipo . La proteina que almacena hierro, o
ferritina, contiene 24 subunidades semejantes. Las proteinas también se clasifican
segln su composicion. Las que se forman sélo de residuos de aminodcidos y no tienen
otras biomoléculas son proteinas simples; las enzimas digestivas tripsina y

quimotripsina son proteinas de este tipo.

Otras proteinas que contienen ademds otro grupo funcional (se conoce como
grupo prostético) como una molécula orgdnica pequefia o un atomo metdlico se
denominan proteinas conjugadas. Una molécula de hemoglobina consiste de cuatro
cadenas de proteina, y cada una se asocia con un grupo prostético hemo que contiene
hierro. La enzima deshidrogenasa alcohdlica de levadura es una proteina tetramérica
que tiene asociado un atomo de zinc a cada subunidad. En general, el par grupo

prostético-proteina tiene mds efectividad bioldgica que la proteina simple.

Las propiedades fisioldgicas de una proteina también dependen de la naturaleza
de las cadenas laterales R de los residuos aminodcidos. La carga eléctrica de una
proteina en el pH fisioldgico estd determinada por la suma de todas las cargas de las
cadenas laterales R (al pH neutro). La carga positiva en el N-terminal y la carga
negativa en el C-terminal se cancelan mutuamente. La carga de una proteina adquiere
importancia cuando se desea caracterizar por electroforesis y por su solubilidad. La
electroforesis es una técnica empleada para purificar y medir el tamafio molecular de
las proteinas. La solubilidad de las proteinas se entiende mejor separdndolas en dos
categorias. No todas las proteinas son solubles en agua; de hecho, las proteinas
insolubles son esenciales para dar soporte y mantener la integridad estructural de las

células y los organismos (Tabla 5).
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Las proteinas globulares son solubles en agua y desempefian un papel
dindmico en el transporte, la proteccién inmunolédgica, la catdlisis, etc., estas
proteinas se disuelven en los fluidos biol6gicos como la sangre y el citoplasma, de
modo que se espera que tengan un contenido relativamente alto de residuos de

aminodcidos con grupos polares y grupos R con carga.

Por el contrario, las proteinas fibrosas son insolubles en agua y estdn
representadas por las proteinas estructurales: coldgena y queratina. Se podria predecir
que las proteinas fibrosas tienen un contenido relativamente alto de residuos de
aminodcidos con grupos hidrofébicos o grupos R neutros; por ejemplo, la seda es una
proteina fibrosa con una composicién de aminodcidos de 45% de Gly, 30% de Ala,

12% de Ser, 5% de Tyr, 2% de Val y 6% de otros residuos.

Las proteinas fibrosas adoptan en los organismos una conformacién ordenada y
algo rigida; ademads, tienen una elevada fuerza de tensién, mientras que las proteinas
globulares, solubles en el citoplasma y en otros fluidos bioldgicos, son més dindmicas y
flexibles; sin embargo aun asi presentan una estructura tridimensional ordenada

Tabla 5. Ejemplos de proteinas globulares y fibrosas.

Funcién

Tipo de proteina Proteina globular
Hemoglobina Transporte (transporte de oxigeno)
Mioglobina Almacenamiento (almacenamiento de

oxigeno)

Ribonucleasa Enzima (hidrélisis de RNA)
Lisozima Enzima (hidrélisis de pared bacteriana)
Citocromo ¢ Transporte de electrones
Inmunoglobulina  Defensa (anticuerpo)
Actina Movimiento (proteina muscular)

Tipo de proteina Proteina fibrosa
Colagena Proteina estructural
Queratina Proteina estructural
Miosina Movimiento (proteina muscular)
Elastina Elasticidad

Rubén Rodriguez Jiménez 30



2.8 LOS CUATRO NIVELES DE LA ESTRUCTURA PROTEICA

La actividad bioldgica de una proteina en las condiciones celulares depende de
su plegamiento en una estructura tridimensional particular denominada conformacién
nativa. Dicha conformacion y organizaciéon de las proteinas se puede establecer en

cuatro niveles, como se muestra en la figura 14.

La estructura primaria (figura 14a) se define como la secuencia (orden) de
residuos de aminodcidos de una proteina; los residuos se unen mediante enlaces
peptidicos covalentes. La secuencia de aminodcidos de una proteina tiene importancia
genética porque procede de la secuencia de bases de nucledtidos del mRNA, el cual se
transcribe a su vez de una secuencia de nucledtidos (gen) que reside en el DNA. En
consecuencia, la estructura primaria de una proteina es el resultado inevitable del orden
de nucledtidos que hay en el DNA, y prepara a la proteina para los siguientes tres

niveles de organizacion.

Determinadas regiones de la secuencia primaria se pliegan en una estructura
regular repetida o estructura secundaria, tal como una hélice a o una ldmina o
conformacién 3, como se muestra en la figura 14b. Los elementos de la estructura
secundaria pueden interactuar y replegarse como una unidad globular compacta
denominada estructura terciaria (figura 14c). El cuarto nivel o estructura
cuaternaria (figura 14d) define la asociacion de dos o més cadenas polipeptidicas para

formar una proteina de varias subunidades.
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—» Aminoicido
Figura 14(a) \

. . Enlace peptidico
Estructura primaria

Figura 14(b)

Estructura secundaria

Hélice alfa Lamina beta plegada

Figura 14(c)

Estructura terciaria

Figura 14(d)

Estructura cuaternaria

Figura 14. Relacion entre los cuatro niveles de la estructura proteica: (a) estructura primaria o covalente,
(b) estructura secundaria, (c¢) estructura terciaria, (d) estructura cuaternaria.
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2.9 BREVE HISTORIA DE LOS OPIACEOS

El ser humano al pasar de los siglos ha buscado nuevas formulaciones de
compuestos quimicos, con el fin de curar los padecimientos de nuestra especie. La
obtencién de estos ha sido a partir de origen animal y preferentemente vegetal; y desde
tiempo atrds las extracciones de compuestos orgédnicos a partir de un sin ndmero de
plantas y raices ha generado conocimientos que se han transmitido de generacién en

generacion.

Una de esas plantas ha sido la amapola o adormidera (Papaver somniferum), de
esta se obtiene uno de los compuestos mas poderosos en cuanto a narcéticos se refiere,
el opio. Esta substancia se obtiene del fruto de la planta, es una capsula, en forma de
globo, al hacer pequeiias incisiones alrededor del fruto, se segrega un liquido del cual
se obtiene la ya mencionada substancia; con esto se sintetizan una serie de compuestos
denominados alcaloides u opidceos. La morfina, la heroina, la codeina, dilaudid
(clorhidrato de dihidromorfina), el metopon (metil dihidromorfinona), demerol
(clorhidrato de meperidina), son derivados del opio, que también se les conoce como
opiaceos. Son substancias sumamente adictivas, pero su principal accidn es analgésica

y adormecer a quien la consume.

g

\

HO o OH

Figura 15. Estructura de la Morfina.
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En 1805 Friedrich Sortiirner obtuvo la morfina, y fue quien la denominé como
tal (haciendo referencia a Morfeo, Dios de los suefios de la mitologia griega); su
produccion a granel llegaria hasta mds tarde ya que fue bien utilizada para calmar los
dolores de heridos en guerras tales como la guerra civil de Estados Unidos, y en las

guerras mundiales.

Estos opidceos se relacionan intimamente con sus antagonistas, substancias
endogenas del ser humano, las cuales son las encefélicas (pues se segregan en el

encéfalo de muchos mamiferos, incluyéndonos).

2.10 DESCUBRIMIENTO DE ENCEFALINAS Y ENDORFINAS

En 1975, Hughes y Kosterlitz descubrieron que hay algunas sustancias con la
misma capacidad de la morfina y ademds de sintetizarse en el propio organismo; por
ello se les denominé genéricamente endorfinas, y mds tarde opidceos enddgenos.
Después, y en muy poco tiempo, se descubrieron otras sustancias andlogas como:
encefélicas, B-endorfinas, dinorfina, entre otras. Los estudios que realizaron arrojaron
que todos los opidceos enddgenos se localizan en zonas del sistema nervioso que

guardan alguna relacién con el procesamiento o la modulacién del dolor.

La diferencia entre los opidceos enddgenos y exdgenos, es el tipo de receptor al

cual van unidos, de los cuales existen 3:
e receptores [ (B —endorfinas)
e receptores K (dinorfina)

e receptores d (encefalinas)
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De ellos se puede mencionar algunas caracteristicas, tales como los receptores |y
0, los cuales poseen un peso molecular entre 150,000 y 750-875,000. EI receptor «,
posee una estabilidad unica, es resistente al calor y posee un peso molecular entre

30,000 — 400,000.

2.11 CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE ENCEFALINAS Y

ENDORFINAS

Estos opidceos enddgenos se dividen en dos grupos, en las f-endorfinas y en las
encefilicas, que a su vez se dividen en 2 péptidos, y la diferencia entre ellos es el
ultimo aminodcido de la cadena peptidica, Leucina (Leu) y Metionina (Met). La

secuencia del pentapéptido Leuencefalina es la siguiente:

¢ Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH

En general se puede hablar de las principales funciones de las encefalinas, debido a

su naturaleza neuroldgica se mencionan las siguientes:

Calma interna

e Sensacion de bienestar
¢ Sentimientos de euforia
e Autoconcepto

¢ Manejo del dolor

e Alivio al dolor psicolégico
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Asi como su importancia, se debe de considerar cuales son las consecuencias

debido a la falta de este opidceo enddgeno, y algunas de ellas son:

¢ Estados de extrema confusion o agitacién
¢ Miedos, sentimientos de inseguridad
e Sentimientos de inferioridad

e Bajo control del dolor

Como la mayoria de los compuestos en el organismo, requiere de ciertos

compuestos para lograr su sintesis, entre los cuales se encuentran:

e D-fenilalanina
e Vitamina B6

e Acido félico

2.12 FUNCIONES DE ENCEFALINAS Y ENDORFINAS

La B-endorfina tiene varias funciones, como neurotransmisor y hormona. Hay
grandes cantidades en la hip6fisis, por lo que se cree que se libera alli. Sus principales
organos de actuacion no se han identificado, pero se sabe que incrementa la liberacién
de prolactina, de hormona de crecimiento y de hormona melanoestimulante, y se reduce
la liberacion de hormona estimulante de la tiroides y de vasopresina a nivel de la
glandula hipofisaria. La  -endorfina provoca efectos analgésicos, ademads incrementa
la sintesis de corticosterona en las células suprarrenales aisladas in vitro, se podria
deducir que la corteza suprarrenal seria un 6érgano de actuacion. También se encuentra

en el liquido cefalorraquideo (LRC), que posiblemente proviene del sistema nervioso
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central, donde se puede modular la actividad nerviosa de grupos de neuronas

accesibles.

Las encefalinas tienen una vida media muy corta en sangre por la accién de las
peptidasas, por eso no se cree que tengan ninguna accion como agentes circulantes. Su
funciéon como neurotransmisor se centra en las fibras nerviosas y en los cuerpos
celulares de los ganglios simpdticos de rata y cobaya, asi como en las células
endocrinas de la médula suprarrenal. Parece que se sitian a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal de los animales, incluso en humanos. Estas se han detectado gracias al
radioinmunoensayo en sangre humana (14-140 pg/mL) y en LCR humano (5-29
pg/mL). El elevado contenido de met-encefalina en la médula suprarrenal y en la sangre

venosa indica que la primera podria ser la fuente de los péptidos hallados en sangre.

2.13 FUNCION ANALGESICA

Al observar que la morfina inhibia potentemente la contraccion de preparados
de musculatura lisa a través de mecanismos mediados por receptores que, a su vez,
resultaban inhibidos por la naloxona, se pens6 que los péptidos opidceos eran unos

compuestos endégenos que posefan propiedades analgésicas.

La encefalina es un analgésico débil, excepto cuando se inyecta
intracerebralmente, debido a su degradacién por las peptidasas. La D-ala-met-
encefalina es resistente a este ataque enzimdtico, cuando se administra por via

endovenosa es efectiva y mds potente que la met-encefalina por via intracerebral.
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Existen otros andlogos de las encefalinas también mas resistentes a las peptidasas, que
son analgésicos efectivos. Por ejemplo el FK-33-824 es 30,000 veces mas potente que

la met-encefalina y 1,000 veces mds efectivo que la morfina.

La misma B-encefalina es 1,000 veces mds potente que la met-encefalina pero
su administracion repetida provoca tolerancia y dependencia fisica. Se ha demostrado
que estos péptidos actian en los mecanismos del dolor. Las encefalinas inhiben la
actividad de las neuronas nociceptivas y la B-endorfina inmunorreactiva estd en
mayores cantidades en LCR en pacientes que experimentan analgesia inducida por la

estimulacion.

2.14 ESTRUCTURAS QUIMICAS

Uy

(¢} O

Grupo Fmoc

OCHg Estireno

ORe o

p-Divinilbenceno

Figura 16. La resina Rink Amida esta constituida por cadenas de estireno y p-divinilbeceno y contiene
como grupo protector al Fmoc.

Rubén Rodriguez Jiménez 38



H CHs
e N |
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N 0 CHs c” | TH
H H

Figura 17. De izquierda a derecha, compuestos utilizados como disolventes en la sintesis de
Leuncefalina: Piperidina, DIC, DMF y DCM.

N-Hidroxibenzotriazol

N/OH
)

Figura 18. Agente acoplante HOBU, el cual es usado para disminuir la enantiomerizacién durante la
formacién del péptido.

Prueba de Ninhidrina:
(6]
@ I
H
+ HN—C—COOH — + + 0
o s
(0]
Ninhidrina

(Complejo color purpura)

Figura 19. Reaccién de la prueba de Ninhidrina.
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Figura 20. Leuencefalina, protegida con el grupo FMOC.
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Figura 21. De izquierda a derecha, aminodcidos (unidos al grupo Fmoc) involucrados en la sintesis de
Leuencefalina: Leu-Fmoc, Phe-Fmoc, Gly-Fmoc y Tyr-Fmoc.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL
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III. PARTE EXPERIMENTAL

Se colocd 0.5 g de la resina Rink-NH-Fmoc con un grado de funcionalizacién
de 0.6 mmol/g en una columna con filtro de 25 mL, se adicion6 4 mL de diclorometano
y la mezcla se agité con N por 30 minutos a temperatura ambiente. Se filtré el DCM y
posteriormente se agregd 4 mL de dimetilformamida agitando con N, durante un

minuto.

Se filtr6 la DMF y el grupo Fmoc unido a la resina se removié usando 25% de
piperidina en DMF (4 mL) se agit6 con N, durante 5 minutos, se filtré y se adicioné 4
mL més de piperidina al 25 %, se agité con N, por 20 minutos. Durante este tiempo se
finalizé de remover completamente el grupo Fmoc de la resina. Se filtré y se lavo tres

veces con DMF y otras tres con DCM.

Se realizé prueba de ninhidrina (Consta de la preparacion de las siguientes
disoluciones: Disolucién A: 40 g de Fenol en 10 mL de etanol absoluto, se calienta
hasta disolucién completa. Disolucién B: 65 g de KCN en 100 mL de agua desionizada,
se disuelven 2 mL de la solucion anterior en 98 mL de piridina. Disolucién C: 2.5 g de
ninhidrina en 50 mL de etanol absoluto. La prueba se realiza tomando una pequeia
cantidad de muestra con una pipeta Pasteur y colocdndola en un tubo de ensayo; se
adicionan a este, tres gotas de disolucién A, 4 gotas de disolucién B y tres gotas de
disolucién C; se calienta a 45°C por un periodo de 10 minutos, si la disolucién

resultante es azul-morado la muestra tiene grupos amino libres, por otro lado, si es
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amarillenta-marrén no hay grupos amino libres) para asegurarse de la eliminacion

del grupo Fmoc.

Posteriormente se adicioné a la resina una disolucién de 0.316 g (0.9 mmol) de
Fmoc-Leu-OH (primer aminoécido), 0.123 g (0.9 mmol) de HOBt en 5 mL. de DMF y
se agité con N, por 1 minuto; se agregd a la mezcla de reaccién 0.14 mL (0.9 mmol) de
DIC vy se dej6 reaccionar por 2 horas en agitacién constante con N, a temperatura

ambiente.

Una vez concluida la reaccion, se filtré y se lavo tres veces con DMF y otras
tres con DCM. Se realizé prueba de ninhidrina para asegurarse de la formacién del
enlace peptidico entre el grupo amino de la resina y el grupo carboxilo del primer
aminodcido. Se continué con el mismo procedimiento con el resto de los aminoacidos,
utilizando las siguientes cantidades: 0.35 g (0.9 mmol) de Fmoc-Phe-OH, 0.266 g (0.9
mmol) de Fmoc-Gly-OH, 0.266 g (0.9 mmol) de Fmoc-Gly-OH, 0.413 g (0.9 mmol)
de Fmoc-Tyr(tBu)-OH. Se emplearon las mismas cantidades para HOBt y DIC con los

demas aminoacidos.

Una vez unido el dltimo aminodcido a la resina, se filtré y se lavé tres veces
con DMF vy otras tres con DCM. Para la separacion del péptido de la resina, se
transfiri6 el péptido unido a la resina a un tubo de ensayo de 50 mL y se afiadieron 7
mL de disolucién formada por 90% de TFA, 4% de DODT, 2% de TIS y 4% de agua.

Se agit6 por 3 h.
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Se filtré la disolucién y el péptido se precipitd adicionando 13 mL de una
mezcla a -20°C de 50% de MTBE en éter de petréleo. Se centrifugd y se decanté el
liquido. El péptido se lavé tres veces por centrifugacién y decantacion utilizando cada
vez 10 mL de disolucién al 50% de MTBE en éter de petréleo. Se dejé secar al aire por
10 min y posteriormente se disolvié con 0.5 mL de acetonitrilo y 4 mL de una
disolucion al 10% de 4cido acético en agua. La mezcla se enfrié utilizando una mezcla

de acetona en hielo seco y se liofilizd, obteniéndose 85 mg de un sélido color blanco.
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Diagrama de Flujo para la Sintesis de Leuencefalina

Resina Rink-Amida
0.5g + 4mL DCM

Agitacion por »
30 min
\ 4
Eliminacién DCM, se agregan
4mL DMF, agitaciéon 1min
Eliminacion <
DMF
\ 4
Adicion de 4mL de piperidina

al 25%, agitacion por 5 min

\ 4

Eliminacién de piperidina, se
agrega de nuevo 4mL de
piperidina al 25% con agitacion
por 20 min

A 4

Preparacion de la solucién del
AA + HOBT en DMF

A 4

Adicion DMF hasta que este
disuelta completamente la mezcla

A

Disolucién
del AAy el
HOBT

NO
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Continuacion del diagrama de Sintesis de Leuencefalina

Eliminacién DMF,

Eliminacién de piperidina

A

Realizar 3 adiciones de 4mL DMF
(cada una), con agitaciéon de 1 min

tras cada adicion |«
A
Realizar 3 adiciones de 4mL DCM
(cada una), con agitacién de 1 min
Eliminacién <
DCM, tras cada \
adicion
Adicion de la Solucion de
AA + HOBT
A
Adicién de 0.14mL de DIC, dejar
reaccionar por 2 horas con
agitacion constante
A4
Realizar 3 adiciones de 4mL DMF
(cada una), con agitacién de 1 min
Eliminacién DMF,
tras cada adicion |«
A
Realizar 3 adiciones de 4mL DCM
(cada una), con agitaciéon de 1 min
Eliminacién <+
DCM, tras cada \
adicion

Adicion completa de 1 aminoacido a
la resina
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Continuacion del diagrama de Sintesis de Leuencefalina

Agregar la resina-Leu-encefalina a
un Tubo de ensayo de 50 mL

A 4

Adicion de 7 mL de una disolucién
de TFA, DODT, TIS y H.O.
Agitacion por 3 horas

\ 4

Se filtra la muestra, se agregan 13
ml de MTEB en éter de petréleo,
para precipitar el péptido

A 4

Se centrifuga y se decanta el
liquido

\ 4

El péptido se lava en 3 ocasiones,
centrifugando y lavando cada vez
con 10 mL de la disolucion de
MTEB en éter de petréleo.

\ 4

Se deja secar al ambiente por 10
minutos.

A 4

Se adiciona 0.5 mL de acetonitrilo y
4 mL de una disolucién de &cido
acético y H.0.

A 4

Se enfria la mezcla con acetona y
hielo seco y se liofiliza.
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS
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4.1 ANALISIS DE ESPECTROMETRIA INFRARROJO

El espectro infrarrojo que se realizé para la leuencefalina, se muestra en la
Figura 2, presentando las siguientes bandas: una banda fuerte y amplia a 3282 cm’ que
corresponde a los estiramientos N-H amida, O-H fendlico y carboxilico ya que éstas se
encuentran superpuestas en la misma regién; una banda fuerte a 3072 cm™ que denota
el estiramiento C-H aromdtico; una banda fuerte a 2956 cm™ que indica el estiramiento
asimétrico de los grupos -CH3, -CH2- alifdticos; una banda fuerte y amplia a 1667 cm’
correspondiente al estiramiento C=0 de los grupos dcido carboxilico y amida; una
banda fuerte a 1519 cm™ debida al estiramiento C-N de los grupos amida, sobrepuesto
a la flexion N-H; una banda de intensidad media a 1439 cm™! que denota el estiramiento
C=C aromitico; una banda fuerte y moderadamente amplia a 1197 cm™ que denota el
estiramiento C-O aromético; una banda fuerte a 1130 cm™ que indica el estiramiento
C-N del grupo funcional amina; dos bandas de intensidad media a 720 cm’ y 699 cm’
correspondientes a la flexion fuera del plano de los grupos C-H arométicos. Los datos

del espectro del infrarrojo de leuencefalina pueden verse en la Tabla 6.
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Tabla 6. Datos espectroscépicos de IR para Leuencefalina

Estiramiento | N-H, O-H Amida, fenol,
acido
carboxilico
3072 Fuerte Estiramiento C-H Aromatico
Estiram.
2956 Fuerte asimétrico |-CHjs, -CH,- Alifatico
1667 Fuerte Estiramiento
C=0 Acido y amida
1519 Fuerte Estiramiento C-N Amida
1519 Fuerte Flexién N-H Amida
1439 Media Estiramiento Cc=C Aromatico
1197 Fuerte Estiramiento C-0 Aromatico
1130 Fuerte Estiramiento C-N Amina
720 y 699 Media Flexion
fuera del
plano C-H Aromatico
100.0
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Figura 22. Espectro de infrarrojo de leuencefalina.
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4.2 ANALISIS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA

DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

El equipo de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) utilizado para
este andlisis fué un HPLC marca WATERS 2690 separation module, acoplado con un

equipo WATERS 2487 dual absorbance detector.

El cromatograma de la Leuencefalina, presenta tres picos de los cuales, el
tercero corresponde al producto obtenido, con un tiempo de retencién de 9.288 minutos
y un porcentaje de abundancia del 95.89%, lo cual nos indica que el producto contiene

una pureza alta.

0.12

0.10 Peak Results
008 © Name RT Area Height | % Area

| !
5 1 4425 489903 17571 3.88
< 0.06

4,650 27125 8853  0.23

. \ |
0.04 3 0.288 11355140 | 1468238  95.89

02 \
0.00 h—

200 400 6.00 800 10.00 1200 1400 1600 1800 20.00 2200 24.00 26.00 28.00
Minutes

—

Figura 23. Cromatograma de HPLC para Leuencefalina
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4.3 ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

En el Espectro de masas (Figura 24) se determin6 que el M" fue de 556.1 el cual

corresponde con el peso molecular tedrico.

Relative Abundance

o 556
80
60 - ‘
o] |
| | 5371 1110.8

20-| L
‘ 397.1 558.1 | 1111.9
Ot 08 T 11108 1174 10849 10ma7

L B

500 1 dOO 1500
m/z

Figura 24. Espectro de masas de Leuencefalina.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
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V. CONCLUSION

En base a los andlisis realizados se logré la sintesis en fase sélida del
pentapétido leuencefalina. La resina Rink-amida, con un grado de sustitucion de 0.06
mmol/g, resulté ser un excelente soporte para dicha sintesis, ya que se obtuvieron

excelentes rendimientos y con un buen grado de pureza (96%).
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