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Capitulo 1.
RESUMEN

El presente proyecto tuvd la finalidad de caracterizar la actividad
enzlmatica del CYP2D1 (homologo del CYP2D6 en humano) en te_]ldo
renal, hepatlco y cerebral de rata y de esta manera establecer las
dlferenclas metabolicas ‘entre  cada tejido.,,Para se req'ulrio un
Fa_ capaz de cuantificar a:c 'an_r (metabolito
do’crom rafia-c alta resolucidon

jiab fue medido haciendo uso de un
‘bajo los parametros de linealidad,
Y ,' limite de cuantificacién, limite de
detecclén, Mecuperacion absoluta 'y estabilidad de la muestra procesada,
como se Indica enia norma oficial mexicana NOM-177-SSA-1998.

Los resultados mostraron una mayor actividad metabdlica en el
tejido hepatico, le sigue el renal y finalmente el cerebratl, i "




RESUMEN

valores promedio de la relacién Vmax/Km de 27.65 X 105, 7.12 X 105 y
0.37 X 10°° seg™? respectivamente.

Los valores promedio de la constante de Michaelis-Menten (Km)
para tejido hepa’tico,,cerebral y renal son' 3‘44 235y 3.6 mM
respectlvamente. En'cuanto a la constante’ de velocldad ‘mdxima con que

se lleva ar .cabo la catélisis enzlmética (Vmax)~para tejido hepétlco,
S'x 10"‘ mM/seg,

cerebral y renal es 9.5 x 109, 0.13 x 104

respectlvamente.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Capitulo 2
ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

2.1 ANTECEDENTES.

El sistema de citocromos P450, realiza el metabolismo de la
mayoria de los farmacos, el CYP2D6 (homologo del CYP2D1 en rata)
metaboliza alrededor del 20 % de los fadrmacos que involucran CYPs,
tales como antiepilépticos, de ahi la importancia de contar con modelos
in vitro para el estudio del comportamiento enzimdtico en diversos
tejidos y que permiten a futuro caracterizar posibles interacciones
farmacoldgicas a nivel metabdlico.

vEI‘é'st‘fu:dlor de la actividad de CYP2D1 en rata puede proporcionar
mdéhé‘\l'nf(’:v_'rtlff'l'ac‘:lén acerca de los érganos y tejidos responsables de
algﬂr"l‘:"tlpd 'de mecanismo de biotransformaciones de férmacos. Esto
lleva'a‘ piahtear los siguientes objetivos:




ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO PRINCIPAL

< Determinar las diferencias relacionadas con actividad
enzimatica del citocromo CYP2D1 en tejido hepatico, renal y
cerebral.

2.3 OBJETIVOS SECUNDARIOS

< Optimizar un método para cuantificar’  proteinas

microsomales, y determinar el contenido g_x_istehté_,én cada
; ra Qa'r» este
' oficial

tejido (rifién, cerebro e higado) deratas
método de acuerdo a los para’metrqs'd la
mexicana NOM 177-SSA-1-1998. .

< Optimizar un  método - para
preparados microsomale"s} pr’-‘oyenlentes de:tejido hgpético,
renal 'y cerebral, y validarieste método de a_cue}j‘dq a los

dextrorfan,: en

parédmetros de la norma 'oﬁéi%l mex
1998. T




ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Determinacion de la actividad enzimatica de O-desmetilacion
de dextrorfan en microsomas, en higado, rifién y cerebro de
ratas Wistar adultas.




CESAR ARIZMEND! MONTOYA

Capitulo 3.

GENERALIDADES.




GENERALIDADES

Capitulo 3.
GENERALIDADES

3.1 DEXTROMETORFAN.

3.1.1 GENERALIDADES.

El dextrometorfan (d-3-metoxi-N- metilmorf“nan) es el
'sin_ ~embargo, a

d-isomero del andlogo de la codeina Ievorfanol'A
diferencia del /-isomero, carece de propledades analgeslcas o de
potencial de adlccion Y. no actua en’ los receptores de - opioides. EI
e ar el umbral de la tos. En

farmaco ejerce una
estudios controlado
patolégica; s

su ‘e‘ﬁcacia' en pacientes con tos
‘a‘la de la codeina. En comparacién
a torfan. produce menos efectos adversos
subjetivbg gastrointestlnales. En 'ddsiﬂcaciones terapéuticas, no inhibe
la activld;':_!d ciliar, y;. sué efectos antitusivos persisten durante cinco o
seis horas./sb:-toidcidad es baja, pero las dosis demasiado altas pueden
producir depresidn del SNC (1),

El dextrometorfdn suprime el reflejo de la tos por accién directa
en el centro tusigeno del bulbo raquideo. Sus
somnolencia, mareos y nausea (2,




GENERALIDADES

3.1.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS (3,

En la figura 1, se muestra la estructura quimica del

dextrometorfan.

Figura 1. Estructura imica del dextrometorfan.

El nombre ' quimico del” pror!jhidrato ‘de 'dextrometorfan es el
morfinano, 3-metoxi-17-metil<,(9a, " 134, 14a0)-~ bromhidrato,
monohidratado. Su peso molecular es de 370.3 g/mol, mientras que su

formula condensada es C;g Has NO * HBr - H;0.

Su descripcidn corresponde a la de cristales blancos,
débil, funde a los 125° C con descomposicion, su pKa es de 8.3 ¥




GENERALIDADES

En relacién a su solubilidad se sabe que 1 g es soluble en
alrededor de 65 mL de agua, y 1 g en 10 mL de etanol, completamente
soluble en cloroformo e insoluble en éter.

3.1.3 FARMACOCINETICA.

" Al administrarse por via oral el dextrometorfan se absorbe
totalmente en el tracto gastrointestinal, presentando un inicio de accién
répida, observandose ésta a los 20 o 30 minutos de su ingestién ¢,

El dext;rometorfa'n es metabolizado mediante el sistema citocromo
CYP2D6 en humanos_y:su homologo CYP2D1 en ratas, a dextrorfén y 3-
este ul_t!i-no ‘mediante el CYP3A4. Estos son sus

metoximorfinano
principales metabolitos 577,

El CyYP2D6 metaboliza muchos farmacos incluyendo

antidepresivos, serétina y varias anfetaminas (8,

11




GENERALIDADES

Algunos farmacos que se ha demostrado que son

biotransformados por CYP2D6 son (9

R bl Debrisoquina.
o2 Ajmalina. R
A - Deprenilo.
<o Amitriptilina. R .
. < Desipramina.
< Bufaralol. .
ies : < Dextrometorfan.
o2 Bupranolol. N :
G s - < Fluoxetina.
< Citalopram. : - : v s
. N o< Haloperidol. | .
< Clomipramina. S S
A < Imipramina.
= Clorpromazina. : AT
<. Propanolol.

< Codeina. - L
. . woose o “Tamoxifeno.

En la figura 2 se muestran los
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N-Desmetilacién ©O-Desmetilacion
CYP3A4 /Dextrumetorfén CYP2D6 (en humanos)

OPZDI {en ratas)

S &8

3-Metoxlmorﬂnano Dextrorfan

O-Desmetilacion N-Desmetilacién
CYP206 CYP3A4

o
)
Hidroximorfinano.

Figura 2. Vias metabdlicas del dextrometorfan.
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GENERALIDADES

3.2 CINETICA ENZIMATICA.

Las enzimas son proteinas que realizan la éata'lisis de las
reacciones quimicas que se llevan a cabo en los seres vivos. Aunque las
reacciones enzimaticas obedecen a los mismos principios de la cinética
quimica, se diferencian de éstas por el hecho de que las enzimas son
saturadas por los sustratos. Durante _una “reaccién enzimatica, el
sustrato (S) .se une quumlcamente a la enzlma (E) para formar un
complejo enzlma sustrato" (ES) (ﬂgura 3) Después de llevarse a cabo
varias’ reac fone: qulmlcas, el complejo (ES) se rompe para dar origen
iberéndo a la enzima (E), que puede volver a iniciar
‘Estas reacciones son reversibles. (19

al producto (
otro ciclo

E+S g [ES] g—® E+P
Figura 3. Reaccion enzimatica.

En 1913, Michaelis y Menten desarrollaron la teoria cinética
general que explica el comportamiento de las reacciones enzimaticas

10)

El analisis cuantitativo de la actividad enzimatica, o cinética
enzimadtica, puede proporcionar informacién uGtil acerca de la forma en
que actian las enzimas. Dicho anadlisis cinético también permit

14




GENERALIDADES

comparaciones entre enzimas diferentes o de la misma enzima segin
diversas condiciones. Para muchas enzimas la velocidad de catdlisis, o
velocidad de reaccién (V) varia de acuerdo a la concentracién molar del
s“4baja Cuando [S] es alta, (V) es casi

sustrato [S] cuqndo»'
independien}:e'ydéf/['s

Una caracter:stlca muy importante de ‘la activldad enzimatica es su
especlﬂcidad de manera que cada enzima partlcular actua solo sobre un
determlnado sustrato, las enzimas suelen ser: tan especificas que son
incapaces de actuar sobre sustancias estrechamente relacionadas, por
ejemplo sobre un estereoisomero de la misma molécula (*2),

Algunas enzimas no requieren para su actividad mas grupos
quimicos que residuos de aminoacidos. Otras requieren un componente
quimico adicional llamado cofactor, el cofactor puede ser uno o varios
iones inorganicos, o un compiejo orgdnico o metaloorganico llamado

coenzima *3),
Las determinaciones cinéticas de reacciones catalizadas

enzimdticamente se encuentran entre las técnicas mas poderosas para
elucidar los mecanismos cataliticos de las enzimas ),

15




GENERALIDADES

3.2.1 CINETICA DE MICHAELIS-MENTEN 3,

La figura 4 representa la relacion entre [S] y Vo én una reaccion
enzimatica. La curva que expresa esta relacion tiene la misma forma
general para muchas enzimas. La forma hiperbdlica de esta curva se
puede expresar algebraicamente mediante la ecuacion de Michaelis-
Menten, partiendo de la hipdtesis basica de que el paso limitante de
velocidad en las reacciones enzimaticas es la descomposicidn del
complejo (ES) para formar el producto (P) y la enzima libre (E).

L______Vmax

Velocidad inicial, Vo (pM/min)

Sustrato
Concentracién, [S] (mM)

Figura 4. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad
inicial de una reaccién enzimatica.

16




GENERALIDADES

Los términos importantes son [S], Vo, Vmax y una constante
llamada constante de Michaelis-Menten o Km. Todos estos términos se
pueden medir facilmente de manera experimental.

Para la deduccién de la ecuacién de Michaelis-Menten, esta se
inicia con dos reacciones basicas que intervienen en la formacién y
descomposicién de [ES] (ecuaciéon 1 y 2).

B R T ' Ecuacion 1

Ecuacion 2

En los prjrhero‘ momentos de la reaccién, la concentracion del
producto [P]-es insignificante .y se hace la suposicién de que puede
ignorarse k.z. La reaccién se-reduce a:

ST Ky o k2 .
c 2 - Ecuacién 3
E '+ S - ES — = E + P

Vo se determina por la descomposicién de ES para dar P y que
viene fijada por [ES]:

17




GENERALIDADES

Vo = kz [ES] Ecuacién 4

Dado que [ES] de la ecuacibn 4 no se puede medir
experimentalmente con facilidad, se comlenza ‘por . encontrar una
expresion alternativa para [ES]. En primer luga ' e'intrqquce el termino
[Ed que representa la concentraclon total ‘ ] ‘Ia"‘éumatoria de la

E(j,’ la cantidad de
m nto de la reaccién es
m De acuerdo a estas
conslderacuones, Ios sigunentes pasos lle an a una expresion de Vo en
funcién de parametros que se miden facllmente.

Las velocidades de formacidon y descomposicion de ES vienen
determinadas por las constantes de velocidad k; (formacion) y k.1 + ka

(descomposicién) segun las expresiones:

Velocidad de formacion de ES = k; ([E:] — [ES]) [S] Ecuacion

Ecuacion
6

Velocidad de descomposicidén de ES = k,[ES] + k2[ES]

18




GENERALIDADES

Un supuesto es que la velocidad inicial de reaccién refleja un
estado estacionario en el que [ES] es constante, es decir, la velocidad
de formacién de ES es igual a la velocidad de descomposicidn. A esto se
le denomina suposicion de estado estacionario. Las expresiones de las
ecuaciones S y 6, pueden lgualarse a un estado estacionario dando:

K [ES] + k2 [ES] Ecuacién 7

asos algebralcos para resolver la
factor comdn en el

e resuelve el

ki [EI[S]-

(ki[S] + k-1 + k2) [ES] Ecuacién 9

Despejando [ES] se obtiene.

ki [Ee][S]
[ES] = Ecuaciéon 10

ki[S] + k-1 + k2

19




GENERALIDADES

Esta expresion aun se puede simplificar mas de forma que se
combinan todas las constantes de velocidad en una expresion.

[E[S)
[S] + (k1 + k2) / ks

Ecuacién 11

[ES] =

£l termino (k.‘;';‘i-_k"z)' kl fse define como constante de Michaelis-
Menten, Km. Sustrlt;i.lyéndo ahora en la ecuacién 11, la expresidon se

simpliﬁcé a:

[E[S]
[S] + Km

L[ES] = Ecuacién 12

Se puede expresar ahora Vo en funcidén de [ES]. La ecuacién 12 se
utiliza para sustituir [ES] en la ecuacidn 4, dando:

k2 [E][S]
[S] + Km

Ecuacion 13
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Vmax se puede definir como k2 [E.]. Sustituyendo esto en la ecuacién 13
da:

Vmax [S}
vo = —m™M Ecuacién 14

[S] + Km

Esta es la ecuacién de Michaelis-Menten, la ecuacién de velocidad
de una reaccidon catalizada enzimaticamente con un sustrato. Es una
definicidn de la relacién cuantitativa entre la velocidad inicial (Vo), la
velocidad maxima inicial (Vmax) y la concentracldn inicial del sustrato
[S], todos ellos relacionados a través de la constante de Michaelis-

Menten (Km).

La Av‘elv'ocidaAd maxima inicial (Vmax) nos ‘indica la velocidad
maxima. d‘er','“!a‘”'r'eaccién enzimatica; por otro lado la constante de
Michaelis-l‘{ile"ﬁtenv (Km) significa la concentracidn de sustrato que es
catalizado al llevarse a cabo el 50 % de la velocidad maxima de la

reaccion.

Un parametro adicional es el factor de actividad el cual es la
relacion de la constante Vmax y Km; este nos indica la rapidez con que
una enzima y su sustrato reaccionan, o bien la afinidad entre una

enzima y su sustrato (-9,
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La ecuacién de Michaelis-Menten (ecuacion 14) puede
transformarse algebraicamente en formas que son d4tiles en la
determinacién practica de Km y Vmax. !

3.2.2 TRASFORMACIONES DE LA ECUACION DE
MICHAELIS-MENTEN.
Se han deducido y utilizado transformaciones de la ecuacidon de

Michaelis-Menten, con la finalidad de facilitar la determinacién de Vmax
y Km; como se muestra a continuacion:

3.2.2.1 GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK (DOBLE
RECIPROCA) %,

La ecuacion de Michaelis-Menten:

Vmax [S]
vo = ————— Ecuacién 14

[S] + KXm

Se puede transformar algebraicamente en formas mas (tiles para
representar los datos experimentales. Una transformacion
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deduce simplemente tomando los inversos en ambos miembros de la
ecuacion de Michaelis-Menten, obteniéndose.

1 [S] + Km
Vo Vmax [S] Ecuacién 15
bvdgl ‘numerador en el segundo
R [s]
= + Ecuacién 16
Vo Vmax [S] Vmax [(S]

Que se simplifica a:

1 Km 1 b 3
= + Ecuacién 17

Vo _Vmax [S] vmax

Esta ecuacion es una transformacion de la ecuacion de Michaelis-
Menten denominada ecuacidn de Lineweaver-Burk. Para las enzimas que
obedecen a la ecuacion de Michaelis-Menten la grafica de 1/Vo versus
1/{S] da una linea recta (figura 5). Esta linea tiene una pendiente igual
a Km/Vmax, la interseccidn sobre el eje 1/Vo es 1/Vmax y la

interseccién sobre el eje 1/[S] es igual a —1/Km. La presentaciggi
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reciproca también denominada Lineweaver-Burk, tiene la gran ventaja
de permitir una determinacién mucho mas precisa de Vmax, la cual solo
puede ser obtenida aproximadamente a partir de una grafica simple de

Vo versus [S].

: Pendiente = Km / Vmax

1

-~
/ vmax
T 1 1

{s] [mM ]

Figura 5. AGr;aﬂ,ca/,‘d'e; Lineweave'r-Burk

La grafica de Lineweaver-Burk de las velocidades de reaccién es

muy Gtil para distinguir entre ciertos tipos de mecanismos de reaccion
la inhibicidon enzimatica, vy

enzimaticos, asi como para analizar
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velocidad en los que la concentracidn de enzima se mantiene constante.
En el primer grupo [S] también se mantiene constante, 10 que permite
medir el efecto del incremento de la concentracién de inhibidor [1] sobre
la veIOC|dad mnc:al Vo. En el segundo grupo» [I] se mantlene constante Y

se varia [S] :

aficas de Lineweaver-
s a concentracnones
ento de [1] da lugar a la
terseccién en el eje 1/Vo,
ué la interseccién sobre el eje

Burk  obter
diferentes’
produccior
pero con pendier

’ representaciones similares de los
|neas, que tienen una interseccién
ndlca que Km para el sustrato no se

En la’ Inhlbicion no.co
datos de velocldad dan

comdn en el eje de 1/[S
altera por el Inhibidor no competitxvo mientras que Vmax disminuye

(figura 6).
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¥~ sin

inhibidor

Pendiente = Km / Vmax

A

Km
Inhibicidon no competitiva

Inhibicién competitiva

Figura 6. Inhibicion enzimatica
usando la grafica de Lineweaver-Burk.
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3.2.2.2 GRAFICA DE EADIE-HOFSTEE %),
La ecuacidén de Lineweaver-Burk:

1 Km 1 1
= + Ecuacién 17
Vo Vmax [s]l Vmax

Para comenzar la  transformacidon algebraica:de la: ecuacién de
Lineweaver-Burk, -se comienza’' por muitiplicar por VoVmax 'a ambos
miembros de la ecuacién N : ‘ R :

- +.Vo' . o . Ecuacidn 18
Que se simplifica a.’

Vmax= Km —— + Vo Ecuacién 19
[s]

Arreglado la ecuacion se obtiene:

vo
Vo = -Km —— + Vmax
[S]

Ecuacién
20
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Esta ecuacién es una transformaciéon de la ecuacidn de
Lineweaver-Burk denominada . ecuacién de Eadie-Hofstee. Para las
enzimas que obédecen ala ec‘uacio'n de Michaelis-Menten la grafica de
Vo versus V/[S] da dné ll'nea recta con pendiente negativa, que es igual

a -Km, la lnterseccuon sobre el eje Vo es Vmax, Yy la Interseccion sobre el

eje Vo/[S] es Vmax/Km (f‘gura 7).

w

-~

E Vmax
L2 Km

Pendiente = ~-Km

[s] [ seg ]

Figura 7. Grafica de Eadie-Hofstee

La principal desventaja de esta grafica es que el termmo Vo
aparece tanto en las ordenadas como en la abcisas. Generalme
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usa como un parametro adicional para corroborar los valores de las
cortantes (Km y Vmax) obtenidas a partir de la ecuacidon de Lineweaver-
Burk.
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3.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (17),

La validacién es la evidencia experimental documentada que
incluye todos los procedimientos necesarios para demostrar que un
método para la determinacidn cuantitativa de un analito en una matriz
biolégica, es adecuado para cumplir con el propodsito para el cual fue

disefiado.

Ant : leaf‘ un método para un analisis de muestras, el

analista uf’c ntes datos que evalien el desempefio y la
capacldad e guir resultados confiables, esto se lleva

a cabo media 'k est udiq' de valldacion.
La ) NOM 177 SSA-1 1998 que establece las pruebas Y

procedlmlentos para demostrar que un medicamento es intercambiable,
recomienda validar un método analitico bajo los siguientes criterios:

3.3.1 LINEALIDAD.
Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracién del compuesto en la muestra. Se evalt‘:a la linealidad det

si el coeficiente de correlacién es mayor o igual a O. 99,
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El coeficiente de correlacion se obtiene mediante un analisis de
regresion lineal por minimos cuadrados, en donde se utiliza la siguiente

formula:
A(Exp) = (Zx)(Zp)
VlnEx?) - =02 [lnzy?) - )2

r =

Donde: r = coeficiente de correlacién

x = concentracién -~

Y = respuest:

Para calq_ulé V.ejl error relativo debido a la regresidén se emplea la

siguiente férmula

':JVEr'r'o‘r; relativo = (Sy/x) /. y

n—2

Sy/)'(b _ ’Zyz ~ pendiente (Z xy) — ordenada (Z »y)

Donde: Sy/x = varianza
¥ = respuesta promedio

respuesta
concentracion
= nUmero de datos

3 XX
Il
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3.3.2 PRECISION.

Es el grado de concordancia entre los result:'ados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes porciones de una muestra homogénea del producto,
evaluando repetibilidad y reproducibilidad.

3.3.2.1 REPETIBILIDAD.

Es la precisién de un método analitico que expresa la variacién
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en las mismas condiciones. Para considerar
un método repetible, el coeficiente de variacidn no debe ser mayor al
15%. El cdlculo del coeficiente de variacidn se realiza mediante la

siguiente ecuacion

Donde: Sx = Desviacion estandar
X =concentracién promedio
x = concentracién
n = nimero de datos
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3.3.2.2 REPRODUCIBILIDAD
INTRALABORATORIO.

Es la precision de un método analitico en donde se expresa la
variacién obtenida entre las determinaciones independientes realizadas
en e! mismo laboratorio, pero en diferentes condiclones de anadlisis, tales
como los dias, equipo, columnas o analistas. Un método es reproducible
siempre y cuando el coeficiente de variacién no sea mayor al 15%.

3.3.3 EXACTITUD.

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia. Se determina mediante la desviacién absoluta del
valor promedio de las concentraciones experimentales de cada nivel de
la curva, con respecto a la concentracién nominal de la muestra y para
calcularla se emplea la siguiente ecuacién:

° I] { Conc. nominal —Conc. experimental promedio ) ||
Yo Desv. absoluta = 100 X | Conc. nominal |
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Para que el método se considere como exacto, el valor promedio
de las determinaciones en cada nivel de concentracidon debe encontrarse
dentro del 15% del valor nominal de concentracién. '

3.3.4 LIMITE DE CUANTIFICACION.

Se define como la concentracidén mas baja del compuesto que
puede cuantificarse, cumpliendo con la exactitud y‘ ’preclsién
establecidas en el método. Se establece que tiene validez como I|rnlt:e de
cuantificacién cuando el valor promedio de las cinco repeticlones se
encuentran dentro del £20% del valor nominal con un coeﬂclente de

variacidn no mayor al 20%.

3.3.5 LIMITE DE DETECCION.

Se define como 1a minima concentracién de un compuesto en una
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de operacidén establecidas. Como limite de deteccién
se considera aquella concentracion cuya respuesta es de 2 a 4 veces la

sefal del ruido de fondo.
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3.3.6 RECUPERACION ABSOLUTA.

Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los
compuestos por analizar en la matriz bioldgica. Se evaliua determinando
el porcentaje de recuperacién a cada nivel de concentracién, el cual
debe ser consistente en cada nivel dentro del rango de concentraciones.

3.3.7 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA.

Es la propiedad, de conservar sus caracteristicas en la matriz
bioldgica, desde el momento del muestreo hasta su andlisis, para las
misma condiciones de manejo y almacenamiento. Se determina
evaluando el porcentaje de desviacidn absoluta con respecto a la
concentracion que presento la misma muestra inyectada al tiempo inicial
o tiempo cero; esta debe ser menor al 15%.
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PARTE EXPERIMENTAL

Capitulo 4.
PARTE EXPERIMENTAL.

La parte experimental se divididé en cuatro etapas:

: Determinacién d

Optimizaciéon y validacién del método para cuantificar
proteinas en preparados microsomales.
Cuantificaciéon .de protelnas microsomales en tejidos

hepatico, renal
Optimlzacion K
cuantif‘icar dextrorfa

de alta resoluclén CLAR) .
2 ctividad enzimatica del CYP2D1 en

del -método analitico para
edlante cromatografia de liquidos

tejido renal hepatlco y cerebral de rata.
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4.1 OPTIMIZACION DEL METODO PARA CUANTIFICAR
PROTEINAS EN PREPARADOS MICROSOMALES.

De acuerdo a informacién bibliogrdfica, este método fue

desarrollado por Bradford M.M, (18)

4.1.1 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Balanza marca OHAUS Analytical Estdndar, modelo AS120S.

- Espectrofotémetro marca Beckman, modelo DU 650.

- Potencidmetro modelo pH 1000 Series, marca OAKTON.

Agitador tipo vortex marca Thermolyne, modelo MaxiMix II M37615

4.1.2 REACTIVOS.

Azul brillante de Coomassie G marca Sigma, lote 80K7007, 90 % de

pureza.
Cloruro de sodio marca J. T. Baker, lote L38C58, 100 % de pureza.

Alcohol etilico absoluto anhidro marca J. T. Baker, lote L38C56, 100

% de pureza.
Acido fosférico marca J. T. Baker, lote M46C52, 85 % de pureza.
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- Fosfato de sodio dibasico anhidro marca 1. T. Baker, lote L04462,
100 % de pureza.

4.1.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA.

- Albiumina serica bovina marca Sigma, lote 100K7415, 99 % de
pureza.

4.1.4 PREPARACION DE SOLUCIONES

- Reactivo de_Bradford.

Pesar con exactitud 100 mg de azul brillante de Coomassie G,
transferirio a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 50 mL de
alcohol etilico al 95 %, y adicionar 100 mL de Acido fosférico al 85 %.
Esta mezcla se lleva a volumen con agua destilada.

La concentracion final de azul brillante de Coomassie G es de 0.01
% (w/v), 4.7 % de alcohol etilico, y 8.5 % de dcido fosférico.
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- Solucidén de cloruro de sodio 0.15 M.

Pesar con exactitud 0.8700 g de cloruro de sodio, transferirlos a
un matraz de 100 mL, disolver y llevar a volumen con agua desionizada.
La concentracidn de esta solucion es de 0.15 M.

- Solucién de albimina serica bovina 1000 pg/mtL.

Pesar con exactitud 10 mg de albumina serica bovina, transferirios
a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a volumen con
solucion de cloruro de sodio 0.15 M. La concentracidn de esta solucion

es de 1000 pg/mL.

- Solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio dibasico,
transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en S00 mL de

agua desionizada, llevar a volumen con agua destilada.

La concentracién final de fosfato de sodio dibasico es de 10 mM,
verificar el pH de la solucidn, de ser necesario ajustar el pH a 7.4 con

acido fosfdrico.
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4.1.5 METODO DE BRADFORD.

La curva patrén se prepard considerando cinco concentraciones
rango de 5 a 100 pg/mL, y tres controles de calidad de

concentraciones 8, 40 y 80 pg/mL. Todas estas fueron preparadas de
acuerdo a lo sefialado en la tabla 1.

en el

Tabla 1. Preparacion de la curva para la cuantificacidon de proteinas

* Puntos de control de calidad.

- TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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El volumen total de muestra fue de 100 pbL. Se partid de la
solucion de albumina serica bovina de 1000 pg/ml, se adiciond la
alicuota en un tubo de ensaye de 10 mL, después ‘'se completo el
volumen con solucién _amortlg‘u‘adora, de fosfatos 10 mM pH 7.4.

De ‘aclerdo a:Bradford ‘M. M. (18),

en’la figura 8 se muestra la
metodologia: emplead : e

3 r.la absorbancia con una

longitud de onda de 595 nm

(realizar e! registro después de 2 minutos y
antes de 1 hora)

Figura 8. Metodologia para cuantificar proteinas
microsomas, segun Bradford M. M.

__TESIS CON
| FALLA DE O °
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4.2 VALIDACION DEL METODO PARA CUANTIFICAR
PROTEINAS EN PREPARADOS MICROSOMALES.

4.2.1 LINEALIDAD DEL METODO.

La linealidad del método se determind, con la preparacidon de tres
curvas de calibracién a partir de pesadas independientes de albumina
serica bovina, en el intervalo de concentraciones de 5 a 100 pyg/mL. Se
elaboré una grafica para.cada curva, absorbancia versus concentracién
de albumina. En cada;'cu'ri/a,: se determina, empleando un ajuste de
minimos cuadrados, el coeficlente de correlacién (r), la pendiente (M) y
la ordenada al origen (b). E! coeficiente de correlacién debe de ser

mayor a 0.99
4.2.2 PRECISION DEL METODO

Para evaluar la precision, esta se realiza mediante repetibilidad o
precision intradia, asi como reproducibilidad o precisién interdia.
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4.2.2.1 REPETIBILIDAD DEL METODO.

La repetibilidad del método se determiné en un mismo dia de
trabajo, conservando las mismas condiciones de equipo, analista y
taboratorio. Para esto se preparan por quintuplicado tres niveles de
concentracién 8, 40 y 80 ug/mL, que corresponden a los niveles bajo,
medio, Y. alto. del rango de la curva de calibracién. A los resultados de
concent:racion recuperada para cada punto control, se les determina
matematlcamente el promedio, la desviacién estdndar, porcentaje del
coef‘ciente de varlaclén. El porciento de! coeficiente de variacién no

debe exceder un 15 %.

4.2.2.2 REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

Para evaluar este parametro, se prepararon por duplicado los
niveles de concentracion correspondientes a ios niveles bajo, medio y
alto del rango de la curva de calibracién (8, 40 y 80 pg/mL), durante
tres dias continuos de trabajo, conservando las mismas condiciones de
equipos y laboratorio. A l0s resultados de concentracidn recuperada para
cada punto control, se les determind el promedio, la desviacion estandar
y el porcentaje del coeficiente de variacion, para cada nivel de
concentracién. La variacion entre valores no debe exceder un 15 %.
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4.2.3 EXACTITUD DEL METODO.

Para evaluar este pardmetro, a partir de los datos de repetibilidad
y reproducibilidad, se determindé la desviacidon absoluta de las
concentraciones recuperadas promedio obtenidas para los puntos
control, con respecto a la concentracién nominal correspondiente. E!
porcentaje de desviacién no debe exceder el 15 %.
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4.3 OBTENCION DE PROTEINAS MICROSOMALES DE
TEJIDO HEPATICO, RENAL Y CEREBRAL.

El método empleado, es el descrito por Tyndale ¥ |

4.3.1 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Balanza marca OHAUS Analytical Estandar, modelo AS120S.
Espectrofotémetro marca Beckman, modelo DU 650.
Ultracentrifuga marca Beckman Coulter, modelo Optima L80K3
Potencidmetiro modelo pH 1000 Series, marca OAKTON.
Vortex marca Thermolyne, modelo MaxiMix II M37_615A " :

4.3.2 REACTIVOS.
- Solucidn TRIS pH 7.4 marca Sigma

Fosfato de sodio dibasico anhidro marca 3. T. Baker, lote LO4462,
100 °%% de pureza.
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4.3.3 PREPARACION DE SOLUCIONES

- Solucién amortiquadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio dibasico,
transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 ml, disolver en 500 mL de
agua desionizada, lievar a volumen con agua destilada. i :

La concentracidn final de fosfato de sodio dlba’sicb"_e “de "1‘_0‘mM,
verificar el pH de la solucidn, de ser necesario ajustar é'l_bH', a 7.4 con

acido fosférico.

4.3.4 METODOLOGIA SEGUIDA.

De acuerdo a Tyndale ¢®, la metodologia que se siguid, se muestra

en la figura 9.
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L Rata macho Wistar de 30 a 32 semmanas de nacidas ]

1

| Sacrificar por dislocacidn carvical J

L lnmedlatameﬁte extm‘er' ridones, riigado y cerebro. |

LLavar con solucién salina, isoténica fria cada érgano. ]

P T- :
Macerar en 10 mi de’
tucién TRIS pH 7.4 fri

)

rata wistar (oerebro higado y ]

rifién)

l‘

L Centrifugara 100 OOD g ‘(40 000 rprn), durante una horaa 40 C I

| Reconstituir en 5 mi. de solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4 ]

Figura 9. Metodologia para procesar tejido
hepdtico, rena!l y cerebral

Las proteinas asi obtenidas se cuantificaron utilizando la técnica
de Bradford.
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4.4 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO PARA
CUANTIFICAR DEXTRORFAN MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (CLAR).

4.4.1 EQUIPOS E INSTRUMENTOS.

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién Waters, acoplado con
detector de fluorescencia Waters.
o Bomba cuaternaria modelo 600 marca Waters
Desgasificador modelo 6324 marca Degassit.
Inyector automatizado modelo 717 plus marca Waters.

Detector de ﬂuorescencia modelo 4 74 marca Waters.
con paquete computacional

0 0 0 ¢

Estacién de computo
Millenium 32 v -3.20, Wat:er
Centrifuga eppendorf modelo 5415C marca Eppendorf.
Ultracongelador HARRIS modelo FLT-7LS-90a14, marca Harris
manufacturing.

Agitador tipo vortex marca Therrnolyne, modelo MaxiMix 11 M37615
Balanza analitica modelo OAHUS AS-120, Marca OHAUS.
Potencidmetro modelo pH 1000 Series, marca OAKTON.

Parrilla con calentador/agitador magnético modelo 220, marca VWR

Scientific.
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Micropipeta repetidora modelo Plus Pipette, marca Eppendorf.

Micropipeta manual de volumen variable 10-100 pL, marca
Eppendorf. :

Micropipeta manual de volumen variable 100-1000 gL, marca
Eppendorf. :

Ultrasonido modelo FS20, marca Fisher Scientific.
Sistema para filtracién Millipore con membrana dg 0.45 mm

4.4.2 REACTIVOS.

Acetonitrilo grado HPLC, marca 3.7T. Ba'ker; :
Alcohol metilico grado HPLC, marca M‘aillin:c:k‘i"ddt.
Agua desionizada grado HPLC. e

Acido perclérico marca 1.T. Baker.
Fosfato de sodio dibasico anhidro marca ). T. Baker, lote L04462,

100 % de pureza

4.4.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA.

Dextrorfan, marca Ultrafine Chemicals, lote 043/113/1, 100 % de

pureza.
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4.4.4 PREPARACION DE SOLUCIONES.

- Solucién amortiguadora_de fosfatos 10 mM, pH 3.5

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio dibasico,
transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 500 mL de
agua desionizada, llevar a volumen con agua destilada.

La concentracién fina! de fosfato de sodio dibdsico es de 10 mM,
verificar el pH de la solucién, ajustar el pH a 3.5 con &acido fosférico.

4.4.5 OPTIMIZACION DE LA FASE MOVIL.

En la fase mdévil empleada, los picos de interés tendran que tener
valor de simetria menor a dos, resolucion mayor a 1.5, factor de
capacidad mayor a dos, y platos teérlcos mayores a 2000, para esto se
modificd pH, porcentaje de fase mdvil, velocidad de flujo asi como la
solucidén arnortiguadqra.
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4.4.6 COLUMNA CROMATOGRAFICA.

Para el caso de la columna cromatogréfica, se bus;:é una columna
que permitiera detectar al dextrorfdn en un tiempo adecuado de
anadlisis, ademds que presentara una buena simetria y definicién; para
ello se evaluaron diferentes columnas cromatograficas con diferentes
porcentajes de carbono.
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4.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA
CUANTIFICAR DEXTRORFAN MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (CLAR).

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM 177-SSA-1-199817),
la validacidn de! método se llevo a cabo de la siguiente manera:

4.5.1 PREPARACION DE LA CURVA PATRON

La curva de calibracién consta de siete puntos, l0s cuales tienen la
siguiente concentracién: 0.0125, 0.025, 0.1, 1, 5,10 y 25 ug/mL, de
dextrorfan. Los puntos de control de calidad, son 0.5, 7.5y 20 uHg/mtL,
para los controles 'bajb, medio y alto respectivamente; estos valores,
como se observa:se:encuentran dentro del intervalo -de la curva de
callbracién.{:Larkfipkepa‘ra'éiéh‘ de-cada uno de estos puntos para la curva
de calibraciéi-’i,‘ és’i,c"qr_ﬁd para los controles se describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Preparacién de la curva de calibraciéon para
dextrorfan en presencia de proteina.

* Puntos control de calidad.
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4.5.2 VALIDACION DEL SISTEMA.

4.5.2.1 LINEALIDAD.

La linealidad del sistema fue determinada, preparando a partir de
pesadas independientes, dos curvas de calibracién de dextrorfan, para
un intervalo de 0.0125 a 25 pg/mL. Estas curvas fueron preparadas en
solucion de Acetonitrilo:agua 20:80 (v/v).

Una vez que se obtuvieron los resultados correspondientes, se
graficd el area de los picos correspondientes versus la concentracién.
Los paradmetros matemadticos que se determinaron a estas curvas, en
base a un ajuste por minimos cuadrados, son: el coeficiente de
correlacién (r), pendiente .(m), ordenada al origen (b) y el porcentaje
del error:relativo de la regresidon. El coeficiente de variacion debe ser

mayor a 0.99
4.5.2.2 PRECISION

Para evaluar a este pardmetro se tomaron los resultados que se
obtuvieron de la prueba de linealidad, en los cuales se obtiene para cada
curva el porciento del coeficiente de variacion del factor de respuesta

(pseudopendiente).
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4.5.3 VALIDACION DEL METODO.
4.5.3.1 LINEALIDAD

Para la evaluacion de este pardametro, se prepararon tres curvas
de calibracion de dextrorfan, a partir de pesadas independientes en un
rango de concentraciones que va de 0.0125 a 25 ug/mL. A partir de los
resultados se grafico la respuesta con respecto . a la concentracién y se
aplicé una regresién lineal por minimos cuadrados para obtener el
coeficiente de correlacion (r), la pendiente (m) y |la ordenada al origen
(b), de cada curva. El coeficiente de correlacién debe de ser mayor a
0.99

4.5.3.2 PRECISION.

El pardmetro de precisién es evaluado a partir de la prueba de
repetibilidad y reproducibilidad como se indica a continuacién:
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4.5.3.2.1 REPETIBILIDAD

Para evaluar este parametro, las pruebas correspondientes se
llevaron a cabo en un mismo dia, conservando las mismas condiciones,
de analista, equipo y laboratorio.

Para este ﬂn, se analizaron las tres concentraciones de los puntos
dad’ (0 5,:7.5.y 20 pyg/mL), cada una por quintuplicado y
preparados partir de pesadas independientes. A los datos
correspo die it se’les determind el promedio, la desviacidén estandar,
asi comoj l p centaJe del coeficiente de variacién, para cada nivel de

concentracion. -

control de ca

4.5.3.2.2 REPRODUCIBILIDAD.

Para la evaluacidon de este parametro, se tomaron los resuitados
de los tres puntos control de tres dias de trabajo, conservando las
mismas condiciones de equipo, laboratorio y analista. A los resultados
correspondientes se les determind el promedio, la desviacion estandar,
asi como el porcentaje del coeficiente de variacién, para cada nivel de

concentracion.

57




PARTE EXPERIMENTAL

4.5.3.3 EXACTITUD.

A partir de los resultados de las pruebas de repetibilidad y
reproducibilidad, se determind la desviacién absoluta del valor promedio
de las concentraciones experimentales, con respecto a la concentraciéon
nominal, para cada nivel de concentracidén, para lo cual se emplea la

siguiente ecuacidén matematica:

. |-Valor rominat =Vva r ado
% de desviacién =I Vaior n:f':i;alecu‘)er |*100

El porciento de desviacién no debe exceder el 15 %.

4.5.3.4 LIMITE DE CUANTIFICACION Y
DETECCION.

El limite de cuantificacidén es la concentracién de dextrorfan, en
donde es cuantificado con exactitud y precision. Para determinar este
valor, fue preparada la parte baja de la curva, en presencia de proteina,
por quintuplicado (0.0125 y 0.25 pg/mL).
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Para el limite de deteccidn, se considerd que |a seiial de dextrorfan
tuviera una sefial de dos a cuatro veces mayor a la sefial de ruido, para
ello se consideraron diluciones a partir de la concentracién mas baja del
limite de cuantificacién esperado (0.0125 ug/mL).

4.5.3.5 RECOBRO O RECUPERACION ABSOLUTA

Para llevar a cabo esta prueba, se prepard por triplicado las
concentraciones correspondientes a los puntos control de calidad en sus
niveles bajo, medio y alto (0.5, 7.5 y 20 pg/mL) respectivamente, en
presencia de dextrorfan, disuelto en solucién agua:acetonitrilo 80:20 v/v
(muestra sistema). Asi mismo se prepard muestra en presencia con
proteina por triplicado a las cualeé se les aplico la técnica de extraccion
(muestra vr'ne'todo).

e concentracion;. se calculd el promedio para las

En cadajnivel.
na‘vez realizado este calculo, se empleo

muestras ‘sistema.y:método;
matematica

la sigulente formul

‘Promedio  muestra método.
% Recobro = - - * 100
Promedio muestra sistema.
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El cdlculo anterior se hizo para los tres niveles control de calidad.
Se calcula la desviacidn de los recobros individuales con respecto al
recobro promedio, y este no debe ser mayor al 15 %. )

4.5.3.6 ESTABILIDAD DE MUESTRA PROCESADA.

Para esta prueba, se prepararon por duplicado los puntos control
de calidad en los niveles bajo, medio y alto. Para evaluar el tiempo en
que estas muestras permaneceran estables se inyectaron al tiempo
cero, y a las 15 horas posteriores. Durante este lapso de tiempo, las
muestras fueron conservadas dentro dei carrusel del modulo 717
(inyector automatico Waters). Al final las concentraciones respectivas de
los tres niveles fueron comparadas con respecto a las concentraciones
presentadas al tiempo cero.
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4.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DEL CYP2D1 EN TEJIDO RENAL, HEPATICO Y
CEREBRAL DE RATA.

4.6.1 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Balanza marca OHAUS Analytical Estdndar, modelo AS120S.
Potencidémetro modelo pH 1000 Series, marca OAKTON.

Agitador tipo vortex marca Thermolyne, modelo MaxiMix II M37615
Centrifuga Eppendorf modelo 5415C, marca Eppendorf.

Bafio maria marca Aquabath

4.6.2 REACTIVOS.

B-NADPH marca Sigma
Acido perciérico marca 1.T. Baker.
Fosfato de sodio dibdsico anhidro marca J. T. Baker, lote LO4462,

100 % de pureza.
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4.6.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA.

- Clorhidrato de dextrometorfan, 100.1 % de pureza.

4.6.4 PREPARACION DE SOLUCIONES

- Solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de 'soc_:lio“, fvd_lba'sico,
transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 500 mL de
agua desionizada, llevar a volumen con agua destilada.; .. -

La concentracidon final de fosfato de sodio diba’slc_b 's:_dg;i;O’mM,
verificar el pH de la solucién, de ser necesario ajustar:e .’p’H 'a:7.4 con

acido fosfoérico.

4.6.5 METODOLOGIA SEGUIDA.

Para la comparacién de la cinética enzimatica en los diferentes
tejidos estudiados, se emplearon doce ratas macho de la cepa Wistar,
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la madurez de su sistema enzimdatico. Se obtuvieron los

adulta vy
renales y cerebrales siguiendo la técnica de

microsomas hepaticos,
Tyndale, mostrada en la ﬂgura 9.

ntre: si dando '"un volu
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Adicionar a un microtubo de plistico
Eppendorf ta solucién amortiguadora de
fosfatos 10 mM, pH 7.4

[ Adicionar 20 pL de B-NADPH 1 mM. J

Adicionar alicuota de proteina microsomal,
para obtener una concentracion de 50 pug/mi.

rﬁ\gnar en vortex 30 seg a velocidad maxima. l

| Incubar en baiio Maria a 37° C, durante S minutos. ]

[ Adicionar alicuota de dextrometorfan J

Tiempo de reaccidn {minutos):
0, 2.5, 5, 10, 1S5, 20 y 30

y poner en hielo (detencién de la reaccién enzimdtic

[ Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos |

[ Adicionar 20 pL de acido percldrico al 20 % I
a).

Figura 10. Cinética enzimatica para dextrometorfan.
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Las alicuotas del sustrato dextrometorfan fueron equivalentes a
25, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 pg/mL. Cada nivel de concentracion
fue preparado siete veces, con la finalidad de detener la reaccién a los
tiempos O, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos.

la ,éoncentra’cién de dextrorfdn en cada
i analisis’ matefné;lco ‘para_calcular el
-’,e:l AX:fac‘:f;d‘r ‘de actividad
‘6n"1:q -se muestra a

: ‘ s ' deconcentracién ‘de metabolito
»}(dektron"’f‘én) ‘,‘é'»{ti"a'vfés‘f‘d:el ‘:;tiérﬁbc:;,':'[eéto para diferentes
concehti—aclonés ‘‘de 'jbs'uksér"a'éo : (Qextrb_metorfén), como por
s R e
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Tabla 3. Ejemplo de concentracion de metabolito a través del tiempo
para diferentes concentraciones de sustrato

Los resultados de dextrorfan tienen que tener las unidades mM.,
Para ello, a partir de los datos que arroja el equipo cromatografico,
obtener los valores en concentracién (interpolando en la curva de
calibracién correspondiente), las unidades de estos valores deberan ser
Hg/mL. Finalmente a estos ultimos se les divide por la masa molecular
del dextrorfan (356.3 g/mol), lo que arroja un valor de concentraciéon de

dextrorfan con unidades mmol/L o mM.

b) Realizar las graficas correspondientes de concentracién de
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compuesta por dos zonas lineales, la de interés para nuestros
fines es la primer zona, en donde la pendiente corresponderad
al pardmetro velocidad inicial (Vo). Al final tenemos el mismo
numero de graficas que e! numero de concentraciones de
sustrato (dextrometorfan).

J

:

g

Primer zona lineal.
- y=mx-+b
m = Vo

- Concentracidn dextrorfén {mM)
]

S 0. 0 200 40 €0 S0 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Tiempo (seg)

Figura 11. Ejemplo de grafica de concentracién
de dextrorfan versus tiempo.

c) Una vez que tenemos las Vo, para las diferentes
concentraciones de sustrato (dextrometorfan), se grafica la

velocidad inicial 6 Vo (mM/seg) versus la concentracion de

FaTatys 67
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d)

e)

/2 umen § : TESIS CON
I FALLA DE ORIGEN

t'ﬂ\cenlru:lon dextrorfan (mM)
m

Figura 12. Ejémplo de grafica de velocidad inicial (Vo)
versus concentraciéon de dextrorfan.

En esta grafica se pueden obtener las constantes Km y Vmax
a partir de la curva obtenida.

Transformaclén de Lineweaver-Burk. A partir de los datos de
velocidad inicial, y concentracion de dextrorfan, se obtiene la
funciéon inversa de cada uno. Se grafica 1 / Vo versus 1 /
[dextrorfan]. Esta grafica corresponde a la de dobles
reciprocos o Lineweaver-Burk.

Transformacidén de Eadie Hofstee. Para obtener esta grafica se




PARTE EXPERIMENTAL

Para calcular el factor de actividad solo se determina la
relacion de Vmax/Km a partir de las constante obtenidas
anteriormente.
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Capitulo 5.
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 VALIDACION DEL METODO PARA CUANTIFICAR
PROTEINAS EN PREPARADOS MICROSOMALES.

S.1.1 LINEALIDAD DEL METODO

En la tabla 4 se muestran los resultados de linealidad del método
para la cuantificacién de microsomas, asimismo en la figura 13, se
muestra la grafica correspondiente al graficar el logaritmo natural de la
absorbancia versus la concentracién, en el intervalo de 5 a 100 pyg/mL
de proteina (albumina serica bovina). Se usa el ajuste matematico de
logaritmo natural para los valores de absorbancia, y de esta manera
obtener una linea recta (tabla 5).
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Tabla 4. Resultados absorbancia del método para cuantificar proteinas
en preparados microsomales.

37

1.2438.x].
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Tabla 5. Linealidad del método para la cuantificacidn de proteinas

microsomales.
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054

00

0.5 4

=1.0-4

Ln Absorbancia

v = 0.0208x - 1.8636

s ./' r = 0.9999

[ 20 0 a0 80
Concentracién {pg/mL)

Figura 13. Linealidad del método para la cuantificacién de proteinas
microsomales.

Al graficar el promedio de los logaritmos de absorbancia respecto
a la concentracidn, el método se.comporto de manera lineal en el
intervalo de concentraciones de 5 a 100 ug/mL de proteina, presentando

un coeficiente de correlacidn mayor a 0.99
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5.1.2 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

5.1.2.1 REPETIBILIDAD Y EXACTITUD INTRADIA
DEL METODO.

Los resultados que se obtuvieron para la prueba de repetibilidad vy
exactitud intradia del método, se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Repetibilidad y exactitud intradia del método para la

cuantificacidon de microsomas.

AT e




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos, muestran que el porcentaje del
coeficiente de variacién es menor de 7.02 %, mientras que el porcentaje
de desviacién absoluta con respecto a! valor nominal no excede el 3.16
%, en sus tres niveles de - concentracion. _Pa‘ra' ambos valores
numeéricos no hay ma’sbdely 15 % de desviacién, . por. Igj que el método es
repetible y exacto. - : . » :
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$.1.2.2 REPRODUCIBILIDAD Y EXACTITUD
INTERDIA DEL METODO.

Los resuitados para esta prueba se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Reproducibilidad y exactitud interdia del método para la
cuantificacion de microsomas.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En los resultados obtenidos se observa que el porciento del
coeficiente de variacién va de 4.67 a 13.15 %, mientras que Ila
desviacién absoluta con respecto al valor nominal va de 1.07 a 4.16 %.
Debido a que. ningun valdr excede el 15 % de desviacion se considera
que el método es preciso y exacto. .
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5.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS MICROSOMALES EN
TEJIDO HEPATICO, RENAL Y CEREBRAL.

Los resultados de la cuantificacién de las proteinas microsomales
se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Concentracion microsomal final para cada tejido.
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5.3 OPTIMIZACION DEL METODO PARA CUANTIFICAR
DEXTRORFAN MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Las condiciones cromatograficas finales se muestran en ia tabla 9.

Tabla 9. Condiciones cromatograficas finales.

[ TESISCON )
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5.4 VALIDACION DEL METODO PARA CUANTIFICAR
DEXTRORFAN MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Durante la validacidon, adicionalmente se incluyé a dextrometorfan,
con el fin de contar con un metodo validado para el farmaco y el
metabolito. En la figura 14 se observa un cromatograma de dextrorfan y
dextrometorfan con tiempos de retencién  5.257 Y 11.436

respectivamente.
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5.4.1 LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

Los resultados para linealidad y precisién del sistema se muestran
a continuacidn (figura 15, tabla 10y 11).

Tabla 10. Linealidad del sistema para dextrorfan

TESIS CON
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Tabla 11. Precisidn del sistema para dextrorfan

e v -
=Y o84055l] 1422920.00
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1.010” |
200"
6.010" -
©
I=4
< 4oact
2.0x10° y = 372171.40x + 722.72
r=0.9999. -
.00
T T v T v T
o s 10 15 o b

Concentraciéon (pg/mL)

Figura 15 Linealidad del sistema para dextrorfan. .

El errg_r ‘re‘la‘tlv:o debido a la regresién fue rn‘enor.aly 2 % en ambos
casos v el pldrée‘htaje_' del coeficiente de variacién del factor de respuesta
fue de 1.,:|‘.2"f, :%.’ZT'EI_ sistema -es lineal 'y preéiso en el rango de
concentracibin”e'isde‘ 0.0125 a 25 Hg/mL.. L
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5.4.2 LINEALIDAD DEL METODO.

En la tabla 12 se presentan los resultados obtenidos de tres curvas
de calibracién en el preparado de tejido conteniendo dextrorfan 0.0125
a 25 pg/mL, mostrandose también las curvas obtenidas (figura 16).

Tabla 12. Linealidad del método para dextrorfan.
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1.0x10" 3
a.0x10 -
6.0x10 -]
]
EPY.OVE
2.0x10° -} ' v = 366506.80x -276.27
/ ) . F=1c
oo : . L S
T - T k|’ - T - — T

..a N 5 10

S FREE A L] o -
.. Concentracién :

Cig/mL)

e las areas respecto a la concentracién, el
a lineal en el intervalo de concentraciones
ara dextrorfan, presentando un coeficiente de

Al grafical
método se comport

correlaciéon ‘de 0.9999
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5.4.3 PRESICION Y EXACTITUD DEL METODO.

5.4.3.1 REPETIBILIDAD.

Los resultados para esta prueba se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Repetibilidad para dextrorfan.

f TESIS CON
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Los resultados obtenidos nos muestran que el porciento del
coeficiente de variacién va de 3.67 a 5.80 %, mientras que el porciento
de desviacién absoluta varia de 0.16 a 10.29 %. El porciento del
coeficiente de variacion fue menor al limite maximo del £ 15.

5.4.3.2 REPRODUCIBILIDAD.

Los resultados para esta prueba se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Reproducibilidad de! método para dextrorfan.

oncentracion (ug/m

X

5326

ey
vy

4
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En los resultados obtenidos se observa que el porciento del
coeficiente de variaciéon va de 3.17 a 14.63 % para dextrorfan, mientras
que el porciento de desviacion absoluta de 1.01 a 5.34 %. Por lo tanto
el método analitico es preciso y exacto.

5.4.4 LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION.

Los resultados de limite de cuantificacion se muestran en la tabla
15.

Tabla 15. Limite de cuantificacién y deteccidn para dextrorfan.




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Se considero 0.0125 pg/mL como la cantidad minima cuantificable
presentando una desviacidon absoluta con respecto al valor nominal y un
porciento del coeficiente de variacién menor al 20 %.

El limite de rdete"c'cléhy c@fres‘po‘qdlé'_‘a*blba _cqhéeﬁtréf:lcﬁn de 0.00625
pg/mL. Esta concentracién es posible ‘detectarla, pero no cuantificaria.
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5.4.5 RECOBRO O RECUPERACION ABSOLUTA.

En las tabla 16, se muestran los resultados para recuperacion
absoluta.

Tabla 16. Recuperacion absoluta para dextrorfan.

) w4 38910%H
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De acuerdo a los resultados obtenidos el recobro para dextrorfan
es de 86.31 %.

5.4.6 ESTABILIDAD DE MUESTRA PROCESADA.

En la tabla 17, se muestran los resultados para esta prueba.

Tabla 17. Estabilidad de muestra procesada para dextrorfan.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las muestras procesadas

son estables durante 15 horas.
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De acuerdo a lo todo lo anterior, se concluye que el método
validado es el adecuado para cumplir los objetivos planteados.
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5.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL
CYP2D1 EN TEJIDO RENAL, HEPATICO Y CEREBRAL DE

RATA.

Una vez validado el método analitico para la cuantificacidon de
dextrorfan en tejido renal, hepatico y cerebral de rata Wistar, se
procedidé a llevar el analisis de cada tejido; la preparacién de cada perfil
enzimatico se muestra en el apéndice 2.

ue se . obtuvleron Ios ) respectlvos resuitados de
trorfan en cada una de las muestras, se procedid a

Una vez

concentracién de d
llevar a cabo el tratamiento matematico de estos, con la finalidad de
obtener las constantes’ Km, Vmax y la relacién Vmax/Km. Los resuitados
que se obtuvieron de dextrorfan se muestran en el apéndice 3.

Las respectivas graficas de Michaelis-Menten se presentan a

continuacién (figura 17).
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a) Tejido renal.
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b) Tejido hepatico
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Figura 17. Graficas de Michaelis-Menten.

95




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A partir de la grafica de Michaelis-Menten se obtuvieron las
graficas de Lineweaver-Burk o doble reciproca (figura 18), y Eadie

Hofstee (figura 19).

a) Tejido renal. b) Tejido hepatico.
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Figura 18. Graficas de Lineweaver-Burk.
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a) Tejido renal. b) Tejido hepatico.
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Figura 19. Grafica de Eadie-Hofstee.
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Finalmente las constantes enzimaticas encontradas para cada
tejido se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Comparativo de constantes enzimaticas.

De acuerdo a los valores encontrados para las constantes
enzimaticas, se observa que la relacién Vmax/Km es un parametro mas
confiable para emitir una conclusidn sobre la actividad enzimatica.
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El CYP2D1 hepatico es el que presenta la velocidad maxima
(Vmax) superior; mientras que el CYP2D1 cerebral tiene la Vmax menor.

Cuando la respectiva velocidad maxima de la reaccién enzimatica
(Vmax) se encuentra a. la mltad de su valor, los CYP2D1 hepatico y
cerebral han catalizado en promedio 3.5 mM de dextrometorfan, en
comparaclén con el CYP2D1 renal que es mas bajo.

acion""de Vmax y Km, son contundentes. Se
el CYP201 hepéatico hacia dextrometorfan,
P2D1 renal y cerebral, respectivamente.

observa una mavyor, afi
3y 75 v‘erc_ésf may

La a'ﬂniyda'd"d‘elCY'PZIDl hacia el dextrometorfan, se ve reflejada en
el valor del factor de actividad. Se sabe que este parametro es
dlrectamente proporcnonal a |a tasa de metabolismo. Por lo que, en los
tres tejidos estudiados, hay diferentes tasas metabdlicas mediadas por
CYP2D1, debido a procesos endégeﬁos. Como es sabido en el higado se
flevan a cabo la mayor parte de las reacciones metabdlicas; pero al
hacer una comparacion del tejido renat y cerebral se observa una mayor
actividad en el primero, lo cual puede estar relacionada con la
depuracién que lleva a cabo este dérgano, asi como el metabolismo
enddgeno y presencia de nefrotdxinas.

Las diferencias en la actividad de diferentes CYP2D1 estudla
pueden deberse a diferencias estructurales en la proteina?
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presencia de isoformas de CYP2D1, las cuales pudieran tener diferentes
sitios cataliticos causados por alelos diferentes, en el mARN

correspondiente. Otra posibilidad es una cantidad mayor de CYP2D1 en
los microsomas hepdticos mas qUe_Ia calidad de la enzima.
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CONCLUSIONES

Capitulo 6.
CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo de tesis, fueron:

< El tejido hepatico muestra una mayor actividad enzimatica para
CYP2D1. le sigue e! renal y finalmente e! cerebral. -

Conclusiones secundarlas.

-2 En la: valida ion del meétodo analitico para Ia determinacion de
mlcroso as, se encontré que este metodo es .
o-’"Llne I en un intervalo de concentraclones de S a 100

hg/mL. "
‘o Preciso (repetible y reproducible), tanto en un mismo dia
como en varios, cuando el analisis es realizado por un
mismq analista, dentro del mismo laboratorio y usando
los mismos equipos.

o Exacto, en el intervalo de 5 a 100 pg/mL.
< El método analitico para la cuantificacién de dextrometorfan y
dextrorfan, empleando un sistema cromatografico degil oS
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de alta resolucidon, fue optimizado, validado (de acuerdo a los
pardmetros de la NOM 177-SSA-1-1998), y aplicado a la
cuantificacién de estas moléculas en diferentes tejidos
procedentes de rata de la c_gpa‘yVistar‘(teji»do renal, hepético Y

cerebral).
validacuén del

,ccimo para

d>'Preclso (reproducible v repetlble), en: uno o varlos dias,
con el mismo’ anallsta, en el misrno Iaboratorio y usando
el mlsmo equipo, para dextrometorfan y dextrorfan.

o Exacto, en un intervalo de concentraciones de 0.0125 a
25 pg/mL, para dextrometorfan y dextrorfan.

o Estable. La muestra. procesada, de dextrometorfan y de
dextrorfan es estable durante 15 horas.
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Sugerencia:

< Para conocer la causa de las diferencias en la actividad del
CYP2D1, es recomendable reatizar el perfil enzimatico, con la
presencia de inhibidores competitivos; con esto se conoceria si
hay presencia de isoenzimas, basdndose en el hecho de que la
constante de Michaelis-Menten ‘cambiaria su 'val‘o‘r-(K‘m). :
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Apéndice 1.
Resultados de la validacidn para dextrometorfan,

- Linealidad del sistema para dextrometorfan.
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Repetibilidad para dextrometorfan.
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- Reproducibitlidad del método para dextrometorfan.
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Apéndice 2.
Preparacién de las muestras en la determinaciéon de la actividad
enzimatica del CYP2D1 en tejido renal hepatico y cerebral de rata.

- Muestras tejido renal.

- Muestras tejido hepatico.




Muestras tejido cerebral.
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Apéndice 3.
Resultados de concentracién en la cuantificacion de dextrorfan mediante
CLAR.

- Tejido renal.
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