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Resumen

Sintesis y Caracterizacion de Bradiquinina

Por Lorena Mendias Sanchez

Para obtener el Titulo de Quimico Industrial

Universidad Autonoma de Baja California

La bradiquinina, péptido cuya reaccién con el plasma sanguineo libera una
substancia que provoca intensa caida en la presion arterial, fue descubierta por el Dr.
Mauricio Rocha e Silva, junto con sus colegas Wilson Teixeira Beraldo y Gastao
Rosenfeld, tres fisidlogos y farmacoélogos brasilefios que trabajaban en el Instituto de
Biologia de Sao Paulo en 1948. La bradiquinina se detecto6 en el plasma sanguineo de
animales tras la adicion de veneno de la Bothrops jararaca (la vibora lanceolada
brasilefia).

La bradiquinina es un mensajero no peptidico que es producido
enzimaticamente a partir de la calidina en sangre, donde es un agente potente pero de
corta vida en la dilatacién arteriolar y en el incremento de la permeabilidad capilar. La
bradiquinina también es liberada por los mastocitos durante ataques de asma, por la
pared intestinal como vasodilatadora gastrointestinal, por los tejidos lesionados como

sefal de dolor y puede funcionar como neurotransmisor.

10
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Capitulo 1. Generalidades

1.1 Introduccion

Entre todos los aminoacidos posibles, apenas 20 son los que encontramos
comunmente en las proteinas. La estructura general de los aminoacidos incluye un

grupo amino y un grupo carboxilo, los cuales estan

Cadena

o
enlazados al carbono a. El carbono a también esta Cotion s p e
G
aN” coo
Grupo Grupo
amino  carboxilo

o

unido a un hidrogeno y a un grupo en la cadena

lateral que representaremos con la letra R. El grupo R
determina la identidad del aminoacido en cuestion

(figura 1.1). La foérmula bidimensional ilustrada aqui

solo puede mostrar parcialmente la estructura tipica

Fig. 1. 1 Representacion general de los

de los aminoacidos debido a una de las mas  aminoacidos, mostrando las formas
ibnicas que predominan a pH 7

importantes propiedades de estos compuestos es su forma tridimensional o
estereoquimica. Todos los objetos del mundo tienen una imagen especular. Muchos

Coo . pares de objetos son imagenes especulares que

HyN—C —~H H—C—=NH;  pueden ser superpuestas. En otros casos los
CH, CH;
objetos que son imagenes especulares no pueden

L- Alanina D- Alanina

ser superpuestos entre si, pero estan
Fig. 1.2 Estereoquimica de la alanina

relacionados como la mano derecha lo esta con la

11
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izquierda. Las imagenes especulares que no son factibles de ser superpuestas entre si
se dice que son quirales; muchas biomoléculas importantes son quirales. Un centro
quiral encontrado frecuentemente en las biomoléculas es un atomo de carbono con
cuatro sustituyentes diferentes. Un centro asi aparece en todos los aminoacidos
excepto en la glicina. La glicina tiene dos atomos de hidrégeno enlazados al carbono q;
en otras palabras, la cadena lateral o grupo R de la glicina es un hidrégeno. En todos
los demas amino&cidos existentes, en general, el carbono a tiene cuatro grupos
diferentes enlazados a su alrededor, dando lugar a dos formas de imagenes
especulares no superponibles. La figura 1.2 nos muestra el dibujo de los
estereoisdbmeros de la alanina, en la que el grupo R es un —CHs En las figuras
bidimensionales los enlaces en forma de cufia punteados representan enlaces que se
alejan del observador y los enlaces mostrados como cufias sélidas expresan que van
dirigidos hacia afuera del plano del papel en direccién del observador.

Estas dos formas, la L y D, son la base de la clasificacion de los aminoacidos.
La terminologia viene del latin donde L significa Laevus = izquierdo y D Dexter =
derecho, nomenclatura que proviene de la capacidad de los compuestos épticamente
activos de hacer rotar la luz polarizada hacia la derecha (dextrogiros) o a la izquierda
(levogiros). Los aminoacidos que aparecen en las proteinas de seres vivos son todos
de la forma L. Aunque hay algunos aminoacidos D en la naturaleza, sobre todo en las
paredes de las células bacterianas y en algunos antibiéticos; sin embargo, no se
encuentran en proteinas normales. Los grupos R y por lo tanto los aminoacidos

individuales, se clasifican en atencion a diversos criterios, dos de los cuales son

12
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particularmente importantes. El primero se refiere a la naturaleza polar o no polar de la
cadena lateral. EI segundo depende de la presencia de un grupo acido o alcalino en
esa cadena lateral. Otros criterios Utiles son la presencia de grupos funcionales
diferentes de los grupos acidos o alcalinos y la naturaleza de esos grupos.

Como ya se menciond, la cadena lateral del aminocido mas simple la glicina, es
un atomo de hidrégeno, y en este Unico caso dos adtomos de hidrogeno estan ligados al
carbono a. En todos los demas aminoacidos, la cadena lateral es mas larga y mas
compleja. Los atomos de la cadena lateral son designados con letras del alfabeto
griego, contando a partir del carbono a. Estos 4tomos de carbono son, a su vez, los
carbonos beta, gamma, delta y épsilon (B, y, &, €); un &omo de carbono terminal lo
denominamos el carbono w (omega, nombre de la Gltima letra del alfabeto griego).
Acostumbramos hacer referencia a los aminoacidos por medio de abreviaturas de tres
letras o de una letra, donde la designacién de una letra se hace cada dia mas coman.

La tabla 1.1 lista todas ellas.

13
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Aminoéacido Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido glutamico Glu E
Glutamina Gin Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y,

Tabla 1.1 Nombres y abreviaturas de los aminoacidos comunes

14
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A No polares (Hidrofobicos)
C,IOO_
H,N*—C —H
|
T
2
H,C CH,
i_eucina (Leu, L;
COO~
l
HyN*—C —H
|
CH,
|
CH,
|
S
I
CHs

Metionina (Met, M)

COO~
velen COO~ |

+ I I H3N+_ C—H

HoNF~—G—H HgN*—C —H
H ({ CH | /CI-{
. 2 CH
e, ? CH, CH,
Profina (Pro, P) Almiina (A2 A) Valina (Val, V)
CoO- COO- -

| | l
H3N+—(|3 —H HN— c H H;N*—C—H
|
(fHQ CH2 H,C— (I; H
¢
I CH,
E:FN,CH @ |
H CHyg

Fenilalanina (Phe, F) Isoleucina (Ile, T)

Triptofano (Trp. W)

CIIOO"

Hy;N*—C —H
|

H

Glicina (GH, G)

B Polares (no cargados)

(IJOO‘
ng t— C =—H.

e

CH,

|
OH '

Serina (Ser, S)
CI‘,O‘O‘
HyN+*—C —H
|
T
SH
Cisteina (Cys, C)

COO~

(.ITOO' [ (fOO-
HN*— Cl SN e Cl =K BN
|
Gy (e HeiC oH
CH »
6. T CH,
SN
O ‘ NH2 : //C N Treonina (Thr. T)
Asparagina (Asn, N) O NHQ
COO- Ghutamina (Gln, Q)
|
H,N*—C —H
l
CH,
OH

Tirosina (Tyr. Y)
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C Acidos cO O-
COO~ |
| H,N*—C —H
H;N*—C —H |
| CH,
CH, |
| CH,
COO~ o)
COO™
Acido Aspartico (Asp. D)
Acido Ghutamico (Ghu, E)
D Basicos COO- COO-
COO~ | |
| HaN+—C —H HaNv—=0—=H
HsN*—C —H o |
| CH CHj
e L &
CH 2
I-}C s C\ i £ | 9 (|:
Hy
H'N  NH 8 - GHy I
Ne | NH
H £ Ci:HQ |
NH." Y/ 5 N
Histidina (His. H) 3 H,*N Z. NH,
Lisina (Lys, K) '
Arginina (Arg, R)

Figura 1.3 Estructuras de los aminoacidos més frecuentemente encontrados en las proteinas
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Uno de los grupos de aminoacidos tiene cadenas laterales no polares. Este
grupo incluye la glicina, la alanina, la valina, la leucina, la isoleucina, la prolina, la
fenilalanina, el triptofano y la metionina. En varios miembros de este grupo (la alanina,
la valina, la leucina y la isoleucina) la cadena lateral es un hidrocarburo alifatico. La
prolina tiene una estructura alifatica ciclica y el nitrégeno esta unido a dos atomos de
carbono. En la terminologia de quimica organica, el grupo amino de la prolina es una
amina secundaria y por ello, la prolina con frecuencia es llamada un iminoéacido.
Contrariamente, los grupos amino de todos los demas aminocidos comunes son
aminas primarias. En la fenilalanina, el grupo del hidrocarburo es aromético en vez de
ser alifatico. En el triptéfano, la cadena lateral contiene un anillo de indol, el cual es
también aromético. En la metionina, la cadena lateral contiene un atomo de azufre
ademas de los grupos de hidrocarburos alifaticos.

Otro grupo de aminoacidos tiene cadenas laterales polares que son
eléctricamente neutras a pH neutro. Este grupo incluye la serina, la treonina, la tirosina,
la cisteina, la glutamina y la asparagina. Por conveniencia, a veces aqui también se
incluye la glicina pues carece de una cadena lateral no polar. En la serina y la treonina
el grupo polar es un hidroxilo (-OH) ligado a grupos de hidrocarburos alifaticos. El grupo
hidroxilo en la tirosina esta ligado a un grupo aromatico, que al final pierde un protén a
pH mas altos. (El grupo hidroxilo en la tirosina es un fenol, el cual es un acido mas
fuerte que un alcohol alifatico. Como resultado de ello, la cadena lateral de la tirosina
puede perder un proton en una titulacidbn, mientras que los de serina y treonina

requieres un pH tan alto que los valores de pK, no son listados para estas cadenas

17
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laterales). En la cisteina, la cadena polar lateral consiste de un grupo tiol (-SH), el cual
puede reaccionar con un grupo tiol de otra cisteina para formar un puente disulfuro (-S-
S-) en las proteinas, a través de una reaccion de oxidacién. El grupo tiol también puede
perder un proton. Los amino&cidos glutamina y asparagina tienen grupos amida en sus
cadenas laterales, que derivan de grupos carboxilicos. Los enlaces amidicos no se
ionizan en el rango de pH comunmente encontrados en la bioquimica. La glutamina y la
asparagina pueden ser considerados como los derivados de los acidos glutdmico y
aspartico, respectivamente; estos dos aminoacidos tienen grupos carboxilicos en sus
cadenas laterales, ademas del que esta presente en todos los aminoacidos. Un grupo
carboxilo puede perder un protén, formando el correspondiente anion carboxilato:
glutamato y aspartato, respectivamente en el caso de estos dos aminoacidos esta
cargado negativamente, cuando se encuentra a pH neutro.

Tres aminodcidos (histidina, lisina y arginina) poseen cadenas laterales basicas
o alcalinas, y la cadena lateral en los tres esta cargada positivamente en o cerca del pH
neutral. En la lisina, el grupo amino de la cadena lateral, esta ligado a una cola de
hidrocarburo alifatico. En la arginina, el grupo béasico de la cadena lateral, el grupo
guanidino, es mas complejo en su estructura que el grupo amino, pero también esta
ligado a una cola de un grupo hidrocarburo. En la histidina libre en solucién, el pK, del
grupo imidazol de la cadena lateral es 6.0, el cual no esta muy lejos del pH fisiolégico.
Los valores de pK;, para varios aminoacidos dependen del medio en que se encuentran
y pueden cambiar significativamente dentro de los confines de una proteina. La

histidina puede ser encontrada en la forma protonada y no protonada en las proteinas,

18
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y las propiedades de muchas proteinas dependen de si los residuos de histidina

individuales estan o no eléctricamente cargados.

En un aminoacido libre el grupo carboxilo y el grupo amino de la estructura

general se cargan a pH neutro —la porcion carboxilato se carga negativamente y el

grupo amino, positivamente-. Los aminoécidos sin grupos cargados en sus cadenas

laterales existen en una solucién neutra como zwitteriones sin carga neta. Un zwitterién

tiene ambos tipos de cargas positivas y negativas, pero en solucién es eléctricamente

neutro. Los aminoacidos neutros existen en la forma NH,-CHR-COOH (esto es, sin

grupos cargados).

Los aminoécidos individuales pueden ligarse formando enlaces covalentes. Este

enlace se forma entre el grupo
a-carboxilo de un aminoacido
y el grupo a-amino del
siguiente. Se elimina agua en
el proceso y los residuos de
aminoacidos guedan
enlazados después de que el
agua ha sido eliminada (fig.
1.4). Un enlace construido de
esta forma se identifica como

enlace peptidico. Los péptidos

Dos aminodcidos

Eliminacién de una
molécula de agua...

— ..formacién
del CO—NH

Extremo amino Extremo carboxilo

Figura 1.4 Formacion del enlace peptidico

son compuestos formados enlazando unos cuantos aminoacidos, cuyo numero

va
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dedos a varias docenas. En una proteina, muchos aminoéacidos estan ligados por
enlaces peptidicos para formar una cadena polipeptidica.

El enlace carbono-nitrégeno formado cuando dos aminoécidos son unidos a
través de un enlace peptidico normalmente se representa como una sola ligadura, con
un par de electrones compartidos entre los dos &tomos. Con un simple cambio en la
posicion de un par de electrones, seria posible escribir este enlace como una doble
ligadura. Este intercambio de electrones es bien conocido en quimica organica y da por
resultado estructuras de resonancia, mismas que difieren unas de otras Unicamente por
el posicionamiento de los electrones. Las posiciones de ligadura doble y sencilla en una
estructura resonante son diferentes de sus posiciones en otra estructura resonante del
mismo compuesto. No hay una sola estructura resonante que en la realidad represente
un enlace en el compuesto; mas bien todas las estructuras resonantes contribuyen a la
situacion de enlace.

El enlace peptidico puede ser escrito como un hibrido de resonancia de dos
estructuras (fig. 1.5), una con un solo enlace entre el carbono y el nitrégeno y la otra
con una doble ligadura entre el carbono y el nitrégeno. La union peptidica tiene un
caracter parcial de doble ligadura. Como resultado de ello, el grupo peptidico que forma
el enlace entre los dos aminoacidos es plano. La unién peptidico es también mas fuerte
gue una union sencilla ordinaria debido a la estabilizacion que le da la resonancia.

La caracteristica estructural tiene importantes implicaciones para las
conformaciones de los péptidos y las proteinas. Hay rotacion libre alrededor de los

enlaces entre el carbono-a de un residuo aminoacido dado y entre el nitrégeno aminico
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y el carbono carbonilico de ese residuo, pero no hay rotacion significativa alrededor de
la union peptidica. Esta restriccion estereoquimica juega un papel importante para
determinar cdmo puede plegarse el esqueleto de la proteina.

Las proteinas biolégicamente activas son

o N o7 = St

Y Bl s, R 7

IR PR C=N polimeros que constan de aminoacidos
N N - 4 N

C H G H

s D

enlazados por uniones peptidicas covalentes.
Figura 1.5 Las estructuras resonantes de la unién Una molécula tan grande como la de una

eptidica dan por resultado un grupo plano . . .
pep P aripe P proteina, puede tomar muchas configuraciones

bidimensional

diferentes (estructuras tridimensionales). De
todas las configuraciones posibles, solo una o unas cuantas tienen actividad biol6gica;
estas son las configuraciones nativas. Muchas proteinas no tienen estructuras
repetitivas regulares obvias. Como consecuencia, estas proteinas suelen describirse
como poseedoras de largos segmentos de “estructura aleatoria”. El término aleatorio en
realidad es un nombre inapropiado, debido a que la misma estructura “aleatoria” se
encuentra de manera repetitiva en las conformaciones nativas de todas las moléculas
de una proteina dada, y esta conformacion “aleatoria” pero perfectamente repetitiva es
necesaria para su funcionamiento adecuado. Debido a que las proteinas son

complejas, se les define en términos de cuatro niveles de estructura.
La estructura primaria es el orden en el que los aminoéacidos individuales se
enlazan covalentemente. El péptido Leu-Gly-Thr-Val-Arg-Asp-His (recuerde que el

aminoacido N terminal se menciona al principio) tiene una estructura primaria diferente

a la del péptido Val-His-Asp-Leu-Gly-Arg-Thr, aunque ambos tienen el mismo nimero y
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tipo de aminoacidos. Observe que el orden de los aminoacidos puede ser escrito en
una linea. La estructura primaria es el primer paso unidimensional para especificar la
estructura tridimensional de una proteina. Para algunos bioquimicos, la estructura
incluye todas las interacciones covalentes, entre ellas, las de los puentes disulfuro que
pueden formarse por las cisteinas; sin embargo, consideremos los puentes disulfuro
como parte de la estructura terciaria.

La estructura secundaria es el arreglo en el espacio de los atomos en el
esqueleto peptidico. Los arreglos a-hélice y B-plegada son dos tipos de estructuras
secundarias. Estas tienen interacciones repetitivas resultantes del puente de hidrogeno,
entre los grupos amida N-H y los grupos carbonilos del esqueleto peptidico. Las
conformaciones de las cadenas laterales de los aminoacidos no son parte de la
estructura secundaria. En muchas proteinas, el plegamiento de partes de la cadena
puede ocurrir independientemente del plegado de otras partes. A tales porciones de las
proteinas, plegadas de manera independiente de las otras se les denomina dominios o
estructura supersecundaria.

La estructura terciaria son los arreglos tridimensionales de todos los atomos en
la proteina, incluidos aquellos en las cadenas laterales y en cualquier grupo prostético
(grupos diferentes a los aminoéacidos).

Una proteina puede constar de muchas cadenas polipeptidicas multiples
llamadas subunidades. Los arreglos de las subunidades respecto unas de otras es la

estructura cuaternaria. La interaccion entre subunidades es mediada por interacciones
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no covalentes, como puentes de hidrogeno, atracciones electrostéticas e interacciones

hidrofébicas.

1.2 Objetivos

e Preparar una columna para la sintesis del péptido.

e Sintetizar el péptido aminoacido por aminoacido en la columna.

e Aislary purificar el producto.

e Caracterizar el producto mediante Espectrometria de masas, Cromatografia de

liquidos a alta presion y Espectrometria Infrarrojo.
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Capitulo 2. Marco Tedrico

2.1 Bradiquinina y calidina y sus antagonistas

Factores diversos como lesion tisular, reacciones alérgicas, infecciones por virus
y otros trastornos inflamatorios activan una serie de reacciones proteoliticas que
generan bradiquinina y calidina en los tejidos. Dichos péptidos son autacoides que
actian localmente y producen dolor, vasodilatacion, mayor permeabilidad vascular y
sintesis de prostaglandina. De este modo, integran un subgrupo de un gran nimero de
mediadores que contribuyen a la respuesta inflamatoria.

En los ultimos afios, se han hecho descubrimientos interesantes sobre las
cininas y sus receptores. Los metabolitos de cininas, aceptados en épocas pasadas
como inactivadores de productos de degradaciéon, son considerados ahora como
mediadores potentes de la inflamacién y el dolor; los péptidos en cuestidn interactian
con receptores especificos cuya presencia es inducida por dafio tisular. Con base en la
informacion comentada, quiza se pueda contar con métodos nuevos de intervenciéon

terapéutica en cuadros inflamatorios crénicos.

2.2 Antecedentes Historicos

La observacion antigua de que la orina inyectada por via intravenosa disminuia
la presion arterial permiti6 identificar las cininas. Entre 1920 y 1939, Frey y sus
colaboradores, y Kraut y Werle, identificaron la sustancia que causaba la hipotensién y

demostraron que podria obtenerse un material similar en saliva, plasma y otros tejidos.
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El pancreas era una fuente rica de tal sustancia, razén por la cual la llamaron
calicreina, con base en el sindbnimo griego kallicréas. En 1937 Werle, Gotze y Keppler
definieron que las calicreinas generan una sustancia farmacolégicamente activa, a
partir de algun precursor inactivo presente en el plasma. En 1948, Werle y Berek
llamaron a la sustancia activa calidina y demostraron que era un polipéptido separado
de una globulina plasmatica que llamaron calidin6geno.

El interés en este campo se intensific6 cuando Rocha e Silva y colaboradores
(1949) senalaron que la tripsina y algunos venenos de serpiente actuaban en la
globulina plasmética para producir una sustancia que disminuia la presién arterial y que
ocasionaba contraccién de aparicion lenta en el intestino. Ante esta respuesta lenta,
[lamaron a tal sustancia bradiquinina, término proveniente de las raices griegas bradys
(lento) y kinein (movimiento). En 1960, Elliot y colaboradores aislaron el péptido
bradiquinina que fue sintetizado por Boissonnas y colaboradores. Muy poco después,
se advirti6 que la calidina era un decapéptido, es decir era la bradiquinina con un
residuo adicional de lisina en el extremo terminal amino. Las dos sustancias son
miembros de un grupo de polipéptidos con estructuras quimicas y propiedades
farmacoldgicas similares de distribucion muy amplia en la naturaleza. Se ha adoptado
para todo el grupo el término genérico cininas, y la calidina y la bradiquinina han sido
designadas cininas plasmaticas.

En 1980, Regoli y Barabé dividieron los receptores de cinina en clases B1 y B2.
A mediados del decenio de 1980, fue posible la sintesis de la primera generacion de los

antagonistas de receptores de cinina. En los comienzos del decenio de 1990, se
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produjo la sintesis de la segunda generacidbn de antagonistas de cinina con
especificidad de receptores; dichos antagonistas han permitido ampliar el conocimiento
sobre las acciones de la cinina. El mayor uso de los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) en seres humanos ha estimulado el interés por las
cininas debido a que los inhibidores de ACE tornan lento el metabolismo de la cinina.

Sistema enddgeno de calicreina-cininbnego-cinina

2.3 Sintesis y metabolismo de cininas

La bradiquinina es un nonapéptido. La calidina posee un residuo de lisina
adicional en la terminacion amino y a veces se le conoce como lisil-bradiquinina. Los
péptidos son separados de las a, globulinas que son sintetizadas por el higado y
circulan en el plasma. Los precursores en cuestion han sido llamados cinin6genos. Se
conocen dos de ellos que son el alto peso molecular (HMW) y el de bajo peso
molecular (LMW). Varias de las proteasas de serina generaran cininas, pero las
proteasas altamente especificas que liberan bradiquinina y calidina, a partir de los
cininégenos, reciben el nombre de calicreina.

Las sustancias de esta categoria (calicreinas) circulan en el plasma en forma
inactiva y deben ser activadas por otras proteasas. Dos calicreinas actian en los
cinindgenos: la plasmatica y la tisular. Son enzimas diferentes y se activan mediante
procesos distintos. La precalicreina plasmatica es una proteina inactiva que tiene 88
kDa aproximadamente y que esta unida en un complejo a partes iguales con su

sustrato, el cinindbgeno de alto peso molecular. La cascada en cuestién es “frenada”

26

Mendias Sanchez Lorena



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria

Sintesis y Caracterizacion de Bradiquinina

por los inhibidores de proteasa presentes en el plasma; entre los mas importantes esta
el inhibidor del primer componente activado del complemento (ClINH) y la a,-
macroglobulinas. Después de su sintesis por el higado, la precalicreina plasméatica es
desdoblada y activada por el factor XlIl conocido también como de Hageman, proteasa
que actua por igual en las cascadas de coagulacion intrinseca y en la cinina para
activar una fraccion de 36 kDa, la calicreina. El propio factor Xl es activado por el
contacto con superficies con carga negativa como las de coldgeno. Como dato
importante, como lo sefiala la linea de guiones en la figura 2.1, la calicreina hace que
actue todavia mas el factor Xlla y con ello ejerce un efecto de retroalimentacién positiva
en el sistema.

En comparacién con la calicreina plasmatica, la tisular es una proteina mas
pequefia (masa molecular, 29000 Da). Es sintetizada en diversos tejidos como
glandulas salivales, sistema nervioso central y aparato cardiovascular. Actla
localmente muy cerca de su sitio de origen. La sintesis de procalicreina tisular es
regulada por diversos factores que incluyen aldosterona en rifion y glandulas salivales,
y androgenos, en otras glandulas. La secrecién de la procalicreina tisular también
puede ser regulada, por ejemplo; su secrecion desde el pancreas aumenta por la
estimulacién del neumogastrico. La activacion de la procalicreina en calicreina necesita
de la degradacion proteolitica. En seres humanos, no se ha definido con exactitud la

sucesion de estos fendmenos de activacion.
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Nombre Estructura* Funciones

Bradiquinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg Agonista, B,>B;

Calidina Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser ~ Pro-Phe- Agonista, Bo~B;
Arg

des-Arg-bradiquinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe Agonista, B1

des-Arg-calidina Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe Agonista, B1

des-Arg-[Leu]-bradiquinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Leu Antagonista, By

[D-Phe]-bradiquinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser[D-Phe]-Phe-Arg  Antagonista, B, (también en cierta

medida B,)

HOE 140 [D-Arg]-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-Tic-Oic-  Antagonista, B,
Arg*

WIN 64338 No péptido Antagonista, Bz

Tabla 2.1 Estructura y funciones de algunos péptidos.
*Hyp= trans-4-hidroxi-Prolina; Thi=p-(2-tienil)-Alanina; Tic= [D]-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-il-caronilo; Oic= (3as, 7as)-

octahidroindol-2-il-carbonilo; Arg= arginina; Pro=prolina; Gly= glicina; Phe=fenilalanina; Ser= serina; Leu=leucina

Los dos sustratos de las calicreinas, que son los cinindégenos de alto y bajo peso
molecular, son producto de un solo gen, que surgen por el procesamiento alternativo de
MRNA. El cininégenos de alto peso molecular contiene 626 residuos de aminoacidos;
la secuencia bradiquininica interna de nueve residuos aminoacidos se une con la
secuencia de “cadena pesada” de la terminacién amino (362 aminoacidos), y la
secuencia de “cadena ligera” de la terminacion carboxil (255 aminoacidos). El
cininégenos de bajo peso molecular es idéntico a la forma de mayor tamafio de la
proteina, desde la terminaciéon amino hasta la secuencia bradiquininica; su cadena

ligera breve difiere de la comentada. El cinin6genos de alto peso molecular es
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desdoblado por la calicreina plasmética y tisular para generar bradiquinina y calidina,
respectivamente. El de bajo peso molecular es un sustrato sélo para la calicreina
tisular, y el producto es la calidina.

El decapéptido calidina tiene casi la misma actividad que el nonapéptido
bradiquinina y es innecesario que se transforme en este Ultimo para que genere sus
efectos caracteristicos. Se produce conversion moderada de calidina en bradiquinina
conforme la aminopeptidasa plasméatica separa el residuo de lisina en la terminacién
amino. Sin embargo, la reaccion mencionada es lenta en comparacion con la velocidad
de inactivacion por hidrdlisis en la terminacion carboxilo. La minima estructura eficaz
necesaria para desencadenar las respuestas clasicas corresponde a la del
nonapéptido.

Las cininas tienen una existencia brevisima y su vida media en el plasma es sélo
de unos 15 segundos. Alun mas, en un solo paso por el lecho vascular pulmonar
pueden destruirse 80 a 90% de las cininas. En la circulacion se identifican Unicamente
concentraciones picomolares. La principal enzima catabolizante en pulmén y otros
lechos vasculares es una dipeptidilcarboxipeptidasa, conocida en esta situacion como
cininasa Il y en otros como enzima convertidora de angiotensina. La separacion del
dipéptido en la terminacion carboxilo anula la actividad cininiforme. La arginina
carboxipeptidasa, otra enzima de accion lenta (carboxipeptidasa-N; cininasa 1), separa
el residuo de arginina en la terminacion carboxilo y asi genera des-Arg-bradiquinina y

des-Arg-calidina, que por si mismas son potentes agonistas de receptores de cinina
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B1.Se ha descrito una deficiencia de carboxipeptidasa-N de tipo familiar; las personas

con valores bajos de la enzima presentan angioedema o urticaria.

2.4 Receptores de bradiquinina

Se conocen como minimo dos receptores diferentes de cininas que han sido
llamados B; y B,. EIl receptor clasico, llamado ahora B,, liga selectivamente
bradiquinina y calidina (Tabla 2.1) y es un constitutivo de casi todos los tejidos
normales. Los receptores B, median la mayor parte de los efectos de la bradiquinina y
calidina, en ausencia de inflamacién. El receptor B; se liga de modo selectivo a los
metabolitos des-Arg en la terminacion carboxi, de la bradiquinina y calidina y es menor
su numero que el del receptor B, en casi todos los tejidos. Los receptores Bjestan en
el masculo liso normal de vasos; son regulados en forma aditiva por la inflamacion.
Durante situaciones de estrés, como traumatismo, presion tisular o inflamacion, pueden
predominar los efectos en receptores B;. Los mecanismos de envié de sefiales de
dichas estructuras no se han definido con la precision que se ha obtenido con los
receptores B..

El receptor B, se acopla a proteinas G y activa a las fosfolipasas A, y C. La
activacion de la fosfolipasa C inducida por cinina hace que aumente IP3 (y con ello el
calcio citosolico) y el diacilglicol (y con ello la actividad de proteincinasa C). Se ha
demostrado que la bradiquinina activa a la proteincinasa C que depende de calcio y a
la que no depende de este ion, asi como a las isoformas atipicas. La estimulacion de la

fosfolipasa A, libera acido araquidonico de los fosfolipidos de la membrana. El acido
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araquidonico liberado puede ser metabolizado a la forma de mediadores inflamatorios
potentes.

Se ha sugerido la existencia del receptor B3 con base en la broncoconstriccion
de la traguea de cobayos inducida por cinina. Ademas también se ha propuesto la
presencia de receptores B; y Bs en las células de musculo liso de eséfago de
zariglieya. Sin embargo, datos recientes obtenidos con antagonistas de cinina mas
potentes no han corroborado la existencia de ninguno de los tres receptores
mencionados. Los estudios recientes indican que la broncoconstriccion en el cobayo,
que al parecer seria un efecto del receptor Bs, en realidad puede representar funciones

no identificadas del receptor B,.

Superficies con carga negativa: X cimH
membrana basal, coldgena, membranas de didlisis, etc. retroslimentacicn
factor XI e
plasmindgeno
factor XII —— factorXIIa %»
bl
. factor Xla cascadade |
[T po coagulacién
| ot -
I Rtk
1% s oy calicreina
1+« precalicreind —— =%
b A plasmatica
! : 3 : : des-ARG
' : X bradiquini
| L Y o e = < qumma
- s - agonista Bz =By /7 sgmisaBy plasmma
! bgdiquinina%: !
1 . |
calicreina ? péptidos :
' tisular —_— 0 mactivos !
: E Qa:‘:a E
' Y calidina” cuinma1  des-ARG !
: LMWK azomistadeB=Bi . calidina '
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Figura 2.1 Esquema de la produccion y catabolismo de la cinina
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La bradiquinina y la calidina son formadas por las calicreinas. En seres
humanos, se han identificado dos calicreinas que son la plasmatica y la tisular.
Adviértase la relacién entre el sistema cinindbgenos de alto peso molecular (HMWK),
son esenciales en la activacién del factor Xll (de Hageman) y su funcion, y por ello
constituyen factores de coagulacion. Obsérvese que la calicreina plasmaética y el factor
Xll se activan de manera reciproca. Las lineas de guiones sefialan “asas” de
retroalimentacion positiva. La conversion de HMWK a bradiquinina por accion de
calicreina plasmatica en realidad incluye tres fases seriadas.

El esquema indica los efectos “restrictivos” del inhibidor de complemento, que el
inhibidor de la esterasa de C1 (C1 INH, “X”). En algunos de los mismos sitios, actuan
otros inhibidores de proteinasas plasmaticas como plasmina, a,-macroglobulina y a;-
antitripsina. Ademas de ser el inhibidor primario de la calicreina plasmética, el C1 INH
inhibe al factor Xlla.

La bradiquinina y la calicreina son transformadas a sus metabolitos respectivos
des-Arg por la cininasa I. A diferencia de los compuestos originales, estas cininas son
ligandos potentes de receptores cininicos Bi, pero no de los B,. Los metabolitos des-
Arg tienen mayor importancia durante la inflamacion en que hay regulacion aditiva de
receptores B;. La bradiquinina y la calicreina son inactivadas por la cininasa Il conocida

también como enzima convertidora de angiotensina (ACE).
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2.5 Funciones y propiedades farmacoldgicas de las calicreinas y las cininas.

Los antagonistas de bradiquinina, mas nuevos y especificos, han permitido
obtener mayores conocimientos de las acciones de las cininas. Ha surgido interés por
la intervencién de dichos compuestos en fendmenos como dolor, inflamacion y
enfermedades inflamatorias crénicas, en el aparato cardiovascular y en el de
reproduccion. Se ha originado un gran interés clinico por los efectos de las cininas,
porque la enzima convertidora de angiotensina contribuye a la degradacion de
bradiquinina. Los inhibidores de ACE incrementan los valores de bradiquinina, lo cual
puede explicar algunos de los efectos adversos de los inhibidores de la enzima
convertidora.

Las cininas son potentes algésicos que ocasionan dolor ardoroso e intenso si se
aplican a la base cruenta y al descubierto de una vesicula, y un dolor ardoroso y
pulséatil en la mano si se inyectan en la arteria humeral. La bradiquinina estimula
neuronas sensitivas primarias y hace que se liberen neuropéptidos como la sustancia
P, la neurocinina A y el péptido producido por el gen de calcitonina. En el dolor agudo,
los receptores B, median la algesia por bradiquinina; dicho dolor disminuye
notablemente por accion de los antagonistas de B, pero no por la de los B;. El dolor de
la inflamacion cronica entrafia la participacion de un numero mayor de receptores B;.

Las cininas inyectadas semejan un cuadro inflamatorio. La medicion de los
componentes de la cascada de cinina y los efectos de antagonistas de bradiquinina
sefialan que la primera participa en diversas enfermedades inflamatorias. Las cininas

plasmaticas intensifican la permeabilidad en la microcirculacion. El efecto, similar al
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observado con la histamina y la serotonina en algunas especies, ocurre en las venas
finas y entrafa la separacién de las uniones entre células endoteliales. Lo anterior,
aunado a un mayor gradiente de presidén hidrostatica genera edema, y este Ultimo
acoplado a la estimulacion de las terminaciones nerviosas origina una respuesta ‘de
roncha y eritema” a las inyecciones intradérmicas en seres humanos. Los receptores B;
en células de inflamacién como los macréfagos, puede desencadenar la produccién de
los mediadores inflamatorios IL-1 y el factor a de necrosis tumoral (TNF-a).

En diversos cuadros inflamatorios cronicos, se han detectado mayores
concentraciones de cininas; entre ellos estan rinitis causada por la inhalacién de
antigenos y la que surge con infeccion por rinovirus. Se forma bradiquinina y se agotan
los componentes de la cascada de cinina durante crisis de hinchazon, edema laringeo
y dolor abdominal en el angioedema hereditario. Las cininas también pueden intervenir
en forma importante en cuadros como gota, coagulacion intravascular diseminada,
enteropatias inflamatorias, artritis reumatoide y asma. Los compuestos mencionados
también contribuyen a los cambios en huesos que se advierten en estados
inflamatorios crénicos. Las cininas estimulan la resorcidbn 6sea a través de los
receptores B; y quizad B, tal vez por una activacion de osteoclastos mediada por
osteoblastos.

Algunos pacientes que han recibido inhibidores de ACE han mostrado
angioedema vy urticaria; ambos signos pueden surgir en cualquier momento después de
iniciar el tratamiento, pero hay mayor probabilidad de que aparezcan en término de una

semana de haber recibido por primera vez el farmaco. Se trata del clasico efecto de los
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inhibidores de ACE vy, segln se piensa, éste proviene de la inhibicién del metabolismo
de cinina por parte de ACE. Un efecto adverso mas comun de los inhibidores de ACE
(en mujeres particularmente) es la tos cronica no productiva que desaparece cuando se
interrumpe la administracion del inhibidor mencionado es un punto de controversia,
pero la acumulacion de cininas tal vez participe en este efecto indeseable.

La intervencién de las cininas en la inflamacién y permeabilidad vascular
constituye un aspecto importante en la fisiopatologia de neumopatias como el asma. La
inhalacién o la inyeccion intravenosa de cininas causan broncospasmo en asmaticos,
pero no en sujetos normales; dicha broncoconstriccién es bloqueada por compuestos
anticolinérgicos méas no por antihistaminicos ni por inhibidores de la ciclooxigenasa. La
inhalacion repetida de bradiquinina atenta la respuesta, y aplaca la broncoconstriccion
en reaccion a la bradiquinina y también en respuesta a la adenosina 5’ monofosfato.

Las cininas plasméticas son vasodilatadores cuya potencia es unas 10 veces
mayor que la de la histamina. Inyectadas por la vena ocasionan hiperemia en la zona
con mayor riego y una cefalalgia pulsatil. También dilatan otros lechos viscerales,
coraz6n vy rifiones. Algunos de los efectos directos de la cinina pueden ser
complementados por la capacidad de estas sustancias para estimular la liberacion de
histamina y otros metabolitos vasoactivos de las células cebadas. La vasodilatacion
sistémica inducida por cinina hace que disminuyan netamente las presiones sistélica y
diastdlica, fenobmeno mediado por el 6xido nitrico originado por células endoteliales. A
diferencia de ello, la bradiquinina puede causar vasoconstriccion directa en vasos con

lesion endotelial.
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El goteo intravenoso de cininas produce siempre efectos vasodepresores en
seres humanos normales y en modelos animales. Se han obtenido resultados
antagonicos en algunos estudios, pero los antagonistas de cinina ejercen efectos
minimos en animales normales. A diferencia de lo comentado, en presencia de
compuestos opresores, los antagonistas de cinina hacen que aumente en grado
notable la presion arterial. Por tal motivo, con base en los datos sefialados y otras
observaciones, las cininas tal vez intervengan muy poco en la regulacién de la presién
arterial en personas normales, mas tienen una evidente funcion reguladora de la
vasodepresion en estados hipertensivos como los causados por el exceso de
mineralocorticoides e hipertensidén renovascular.

Las cininas también pueden incrementar las eferencias simpaticas por medio de
mecanismos de los sistemas nervioso central y periférico. Los datos anteriores
sugieren que las cininas pueden mediar la hipertension, en algunas circunstancias, a
través del sistema nervioso simpético aunque es solo un planteamiento tedrico.

Los inhibidores de ACE aumentan los valores de cininas en tejidos y plasma;
algunos de los efectos beneficiosos de dichos compuestos en el corazon tal vez se
encuentren mediados por mayores concentraciones de cininas cardiacas producidas en
forma local. Algunas investigaciones han demostrado que los antagonistas de cinina
antagonizan los beneficios del inhibidor de Schwieler-ACE, como la disminucion de la
hipertrofia ventricular izquierda y la isquemia cardiaca, pero no se ha definido la

intervenciéon exacta de las cininas en esta area.
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Las cininas regulan el volumen y la composicion de la orina. Intensifican la
corriente sanguinea por rifiones y también el transporte electrégeno de cloruro en el
conducto colector, al estimular receptores en la superficie basolateral del tubulo renal.
Los antagonistas de cinina B, disminuyen los efectos diuréticos de la furosemida y
también los inhibidores de ACE en la excrecion de agua y sodio. En estados
hipertensivos, las cininas quizd generen una accibn mas notable. Ademas, la
aldosterona aumenta las concentraciones tisulares de calicreina renal.

Las reacciones anafilactoides en sujetos sometidos a hemodialisis en que se
usan las membranas ANG69 de poliacrilonitrilo pueden ser consecuencia de la
vasodilatacién y el angioedema inducidos por cinina. En tales pacientes, las cininas son
generadas por el factor Xl activado por las superficies de la membrana AN69 con
carga negativa. Muchos de los sujetos que presentaron la respuesta anafilactoide
también recibian inhibidores de ACE, lo cual disminuyé su capacidad de degradar
cininas.

El Utero de rata es especialmente sensible a contraerse por accién de las
cininas, por intervencion del receptor B,. Las cininas también actian en el sistema
reproductor del varon en funciones como espermatogénesis y para estimular la
movilidad de espermatozoides, quiza por medio del receptor B, en la membrana de
dicha célula. Las cininas estimulan la dilatacion de la arteria pulmonar fetal, el cierre del
conducto arterioso y la constriccion de los vasos umbilicales, fendmenos que ocurren

en la fase de ajuste de la circulacion fetal a la neonatal.
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El sistema de calicreina-cinina actia también en muy diversas funciones corporales y
sirve como mediador en la formacién de edema y en la contraccion del muasculo liso. La
contraccion de aparicion lenta, inducida por cinina, del ileon aislado del cobayo fue lo
que origin6 el nombre de bradiquinina. Las cininas también tienen efectos
neuroquimicos en SNC, ademés de su capacidad de transgredir la barrera

hematoencefélica, y asi penetrar a mayor profundidad en el sistema nervioso central.

2.6 Aplicaciones terapéuticas potenciales

Se han obtenido datos preliminares de los posibles usos de cininas en cuadros
como la infecundidad del varén por astenozoospermia y oligospermia. También las
sustancias en cuestion quizd sean eficaces para incrementar la penetracion de
compuestos quimioterapicos antineoplasicos, a través de la barrera hematoencefalica.

Los inhibidores endbégenos de las calicreinas (proteinas plasméticas) incluyen
aprotinina, el inhibidor de la esterasa C; y de la ax-macroglobulina. Se han obtenido
inhibidores péptidos de la calicreina como posibles compuestos terapéuticos, pero se
han hecho progresos mas firmes en la sintesis de antagonistas selectivos de las
cininas.

Los inhibidores de calicreina han sido estudiados para usarlos como farmacos
terapéuticos en cuadros como pancreatitis aguda, sepsis, sindrome carcinoide y edema
cerebral. Hasta la fecha, casi todas las investigaciones se han efectuado en modelos

animales y hay escasa o nula experiencia en seres humanos.
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2.7 Antagonistas de receptores

Los primeros antagonistas de cinina fueron agonistas parciales y su vida media
fue breve por degradacion enziméatica in vivo. En los comienzos del decenio de 1990,
se sintetizaron antagonistas de cinina mas selectivos y de accion mas larga al sustituir
aminoacidos sintéticos en posiciones clave (por ejemplo, HOE 140). También se han
obtenido antagonistas de B, no péptidos como WIN 64338. Para fines experimentales,
es posible contar con antagonistas con selectividad por el receptor de cinina B;.

No se dispone de los antagonistas de cinina para administrar en seres humanos,
y la posible utilidad de ellos aun se investiga en cuadros tan diversos como dolor, asma
y otras enfermedades inflamatorias cronicas. Los efectos adversos en aparato
cardiovascular y en otros sitios pueden limitar su utilidad. Los antagonistas antiguos, de
existencia breve y no selectivos, han generado resultados ambiguos cuando han sido
estudiados in vivo.

Los estudios iniciales con antagonistas de cinina no detectaron efecto
significativo alguno en el tratamiento del choque, pero investigaciones mas nuevas han
descrito algun beneficio con ellos en el choque séptico y en la hipotensién inducida por
pancreatitis. En estudios preliminares, también se ha sefialado algun beneficio en
broncoconstriccion, inflamacion, sintomas inducidos por rinovirus y dolor.

Se estudian también las acciones de los antagonistas naturales de los
receptores de cinindgeno. Los investigadores han observado que el veneno de la
vibora brasilefia de fosetas Bothopsatrox potencia a las cininas, y que algunos

extractos vegetales usados en el tratamiento tradicional de las mordeduras de dichos
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ofidios inhiben los efectos de las cininas. De los extractos vegetales mencionados, se

han obtenidos esteroides glicdlicos que poseen actividad como antagonistas de cinina.

2.8 Perspectivas

Los mejores conocimientos de las relaciones de estructura-funcién en los
subtipos de receptores histaminicos han permitido la sintesis ininterrumpida de
antagonistas con selectividad por H, para tratamiento de Ulceras pépticas. La
acumulacion de mayores conocimientos sobre las acciones fisiolégicas y
fisiopatoldgicas de los subtipos de receptores Hs en el sistema nervioso central y otros
organos permiten la obtencion de sustancias terapéuticas nuevas y mas selectivas.

Los descubrimientos recientes de la identidad de los receptores de cinina B1 y B,
y la intervencion de los metabolitos de cinina como mediadores potentes de la
inflamacion y del dolor han constituido informacion importante, y con ella esta dada la
oportunidad de obtener nuevos farmacos para tratar cuadros inflamatorios crénicos.

Estan en fase de investigacion nuevos compuestos peptidicos y no peptidicos.

40

Mendias Sanchez Lorena



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria

Sintesis y Caracterizacion de Bradiquinina

Capitulo 3. Proceso Experimental

3.1 Sustancias y disoluciones a utilizar
¢ Resina RinkAmide: 4-(2’,4’-dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl)-phenoxy
e Diclorometano (DCM)
e Dimetilformamida (DMF)
e Piperidina al 25% (10ml de piperidina en 30m| de DMF)
e Diisopropilcarbodiimida (DIC)
e N-hydroxybenzotriazolhidratado (HOBL)

e Nitroégeno

Numero Aminoécido Cantidad (g)
1 Arg 1.32
2 Phe 0.79
3 Pro 0.69
4 Ser 0.78
5 Phe 0.79
6 Gly 0.61
7 Pro 0.69
8 Pro 0.69
9 Arg 1.32

Tabla 3.1 Aminoacidos a utilizar y cantidades en gramos
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3.2 Procedimiento
Se agrego6 1g de la Resina RinkAmide a la columna y se agrego DCM hasta cubrir la
resina. Se dejé reposar por 30 minutos, para que la resina se hinche, aumentando asi
la superficie de contacto y a la
vez elimina impurezas. Después

se elimind el DCM por vacio.

Se agregé DMF hasta cubrir la

resina y se agité por 1min con N

para eliminar impurezas. Se

Figura 3.1 Columna empacada con resina

eliminé la DMF por vacio. Se
agrego piperidina al 25% hasta cubrir la resina, agitando 5 minutos con N, para eliminar

el grupo protector Fmoc de la resina, posteriormente se elimind la piperidina por vacio

Se volvié a agregar piperidina al 25% agitando por 20min, esto logra una eliminacion
completa del grupo Fmoc. Durante este
paso se fueron disolviendo los gramos del

aminoacido correspondiente con 0.28g del

activador HOBt en DMF hasta disolver, \
/ \'
aproximadamente se utilizan 6ml de DMF L - —
Figura 3.2 Disolucion del aminoacido

por gramo de aminodcido.
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Se elimind la piperidina al 25% por vacio y se lavd
con DMF agitando con Ny por un minuto.

Repitiendo este paso 3 veces.

Se agregd el aminoacido disuelto en DMF a la

resina y se agitdé por 1 minuto.

Posteriormente se agrego 0.31ml de DIC. Setapoy Figura 3.3 Aminoacidos utilizados
se dej6 reaccionar por 2hrs con agitacion continua
con N». La adicidn de este reactivo y del activador logra evitar reacciones secundarias y

ademas se lleva a cabo mas rapido la reaccion.

Se eliming el disolvente. Se lavé con DMF 3 veces por 1 minuto y se repitiéo desde el

paso #6 hasta el ultimo aminoacido, donde se lavé con DCM 3 veces por 1 minuto.

Figura 3.4 Producto resultante sin separar

Para la separacion del péptido de la resina, se transfirié a un tubo de ensaye de 50 mL
y se afadieron 7 ml de una disolucién constituida por 90% de TFA, 4% de DODT, 2%

de TISy 4% de agua, y se agitd por 3 horas.
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Se filtro la disolucién y el péptido se precipitd adicionando 13 ml de una disolucion de
MTBE al 50% en éter de petréleo a -20°C. Se centrifugd y se decanté el liquido. El
péptido se lavo tres veces por centrifugacion y decantacion utilizando cada vez 10 ml

de la disolucién mencionada de MTBE.

Se dejo secar al aire por 10 min y posteriormente se disolvié con 0.5 ml de acetonitrilo y
4ml de una disolucién de acido acético al 10% en agua. La mezcla se enfrio utilizando

una mezcla de acetona en hielo seco y se liofilizo, obteniéndose un sélido color blanco.
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3.3 Diagrama de Flujo (Sintesis)

INICIO FIN
Agregar 1g deresina a Lavar con DCM 3 veces por 1 min
la columna

l [s

Agregar DCM hasta

cubrir la resina. NO éEs el dltimo
Dejar reposar por aminoacido?
30 minutos
Eliminar el DCM por vacio Lavar con DMF 3 veces por 1

l minuto T

Agregar DMF hasta cubrir la
resina. Agitar por 1min con N,

l T

Eliminar DMF por vacio.

Eliminar el disolvente.

Agregar 0.31ml de DIC. Tapar y dejar
¢ reaccionar por 2hrs con agitacion
continua con N,

A

Agregar piperidina al 25%
hasta cubrir la resina. Agitar 5 T

minutos con N, Agregar el aminoacido disuelto

l en DMF a la resina y agitar por 1
minuto.
Eliminar la piperidina por
vacio T
i Lavar con DMF agitando

con N2 por un minuto.

Agregar piperidina al 25% nuevamente agitando Repetir este paso 3 veces.

por 20min

Disolver los gramos del aminoacido T
correspondiente y 0.28g del activador HOBt en \ Eliminar la piperidina al 25% por
DMF hasta disolver e
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3.3 Diagrama de Flujo (Separacion)

INICIO

v

Transferir a un tubo de ensaye y
afiadir 7ml de la siguiente
disolucién:

TFA 90%
DODT 4%
TIS 2%
Agua 4%

'

Agitar por 3 hrs

v

Filtrar la  disolucion vy
precipitar el péptido con 13
ml de MTBE al 50% en éter de
petroleo a -20°C.

v

Centrifugar y decantar el
liguido. Lavando 3 veces con
10ml de MTBE al 50%

v

Dejar secar al aire por 10 min y
después disolver con 0.5ml de
acetonitrilo y 4ml de una
disolucién de acido acético al
10% en agua.

La mezcla se enfrié utilizando
una mezcla de acetona en hielo
seco y se liofilizo, obteniéndose
un solido color blanco.

!

FIN
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Capitulo 4. Discusion de Resultados

4.1 Resultados de Analisis por Espectrometria de Masas

ABF79 #1-204 RT. 0.01-4.95 AV: 204 NL: 7.09E5

T: +¢ ESI Full ms [200.00-2000.00]

7
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Fig. 4.1 Espectro de masas de bradiquinina

El peso molecular teérico de la bradiquinina es 1060.21 g/mol, el resultado de este

analisis confirma que si se obtuvo el péptido ya que presenta un pico considerable en

1060.7.
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4.2 Resultados de Analisis de Cromatografia de Liquidos a Alta Presion (HPLC)

1.00

AU

0.00

200 400 600 &O0

Fig. 4.2 Espectro de HPLC de bradiquinina

Peak Results

Name RTY Area Heoight % Area

10.940 359473 54082 3.18
11.414 10760480 1410508 9525
13.030 177445 21841 1.57

1800 2000 2200 2600 2600 2800

Este analisis permite ver el grado de pureza en que se obtuvo el péptido que fue de un

95.25%.

Mendias Sanchez Lorena
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4.3 Resultados de Analisis de Espectroscopia Infrarrojo
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Fig. 4.3 Espectro Infrarrojo de la bradiquinina
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Grupo Funcional o

Aminoacido Vibracion . Frecuencia (cm™)
tipo de enlace
Tension N-H 3346.15y 1533.66
Arginina Flexiéon N-H 721.59
Tensidn C-N 1201.68
Tensidn Imina 1662.56
Tension Alcohol (-OH) 3346.15
Serina Tensidn Cc-0 1133.09
Tensidn C-O-H 1366.28
Prolina Flexion Amina secundaria (-NH-) 1533.62
. . Tensidn .. 1662y 1445.84
Fenilalanina Flexion C=C aromatico 800y 831.32
. Tensidn N-H 1533.62
Glicina — - —
Tensidn Acido carboxilico 2600 a 3000

Tabla 4.1 Explicacion de los picos caracteristicos de los grupos funcionales presentes en la bradiquinina

A continuacién se detalla la explicacion de los picos mas representativos del espectro:
Se observa el enlace N-H de Arginina en el pico mas amplio entre 3500 y 3300 cm™. El
pico en 1533.66cm™ indica la presencia de amina primaria junto con una sefial de
flexion fuera de plano en 721.59 cm™ y finalmente la interaccién de tensién de C-N cm’
'en 1201.68cm™. En cuanto a Serina, su grupo funcional que se busco es el de alcohol
(-OH), por las interacciones entre todos los aminoacidos no se aprecia muy definida la
sefial caracteristica de alcoholes sin embargo esta presente en 3346.15cm™ y también
se observa otro pico en 1133.09cm™ producto de la tensién del enlace C-O y por ultimo
se ve a interacciéon C-O-H en 1366.28cm™. A continuacion se observo de prolina, la
interaccion caracteristica de flexion de aminas secundarias en el pico que se encuentra
a los 1533.62cm™. En cuanto a fenilalanina se encontraron sefiales tipicas de
compuestos aromaticos, por ejemplo el enlace C=C aromatico en 1662 y 1445.84cm™ y
después se aprecian 2 picos entre 800 y 831.32 cm™ indicando la presencia de un
anillo aromatico monosustituido, el patron comun de este tipo de molécula que se
encuentra entre 1600 y 2000cm™, no se aprecia, pero tampoco se ve en el espectro
gue se saco de la base de datos. Para glicina se buscaron interacciones tipicas de
aminas y acidos carboxilicos y si estan presentes, pero mas que nada se comparo con
el espectro de la base de datos para encontrar similitudes y confirmar que existe glicina
en el péptido.
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Capitulo 5. Conclusiones

El objetivo del experimento resulto satisfactorio pues la resina utilizada dio resultados
muy positivos comprobando asi que el método utilizado para la sintesis es muy optimo
para este tipo de péptidos ya que el resultado del espectro de masas nos indica que se
obtuvo un compuesto con el mismo peso molecular del que se esperaba al igual que es
muy efectivo para su separaciéon ya que dio un grado de pureza del 95%. Al hacer el
analisis y traduccién del espectro infrarrojo se encontraron los grupos funcionales de

los aminoacidos utilizados.

Los resultados obtenidos en este proyecto son de gran utilidad para disefar y sintetizar
péptidos que sean usados como nuevos farmacos antihistaminicos y se conviertan en
una alternativa para combatir los efectos adversos que conllevan los tratamientos

actuales.
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Capitulo 7. Anexos

7.1 Espectros Infrarrojo de los aminoacidos presentes en el péptido de la base

de datos con estructuras

Arginina
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Prolina
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Glicina
HIT-HD=1979 [SCORE= ( 1[80BS-ND=2482 [IR-WIDA-01300 : KBR DISC
GLYCINE
C HgNDE
Loo
a
H
3
==
£
o T T T T T T T
4000 3000 fu] 1500 1000 500
HAVENUHBER! 11
3924 EE | 2613 2B | 1444 26 | 883 ZE
4166 23 | 2268 7E | 1413 9 [ B9g 37 HEN—CHE—C—OH
0s 23 | 2125 66 | 1334 8 | 608 62
2972 26 | 1605 B | 1133 &4 | BOE 27
eggs 23 | 1592 4 | 1113 57
26 24 | 1523 6 | 1034 04 m]
2713 30 [ 1Gog 7 | 91z 32

7.2 Estructuras de los compuestos utilizados en el procedimiento
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