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RESUMEN 

Capítufo 1. 

RESUMEN 

El presente proyecto tuvó la finalidad de caracterizar la actividad 

enzimática del CYP2Dl (homologo del CYP2D6 en humano) en tejido 

renal, hepático y cerebral de rata y de esta manera: establecer las 

diferencias·: metabÓllc~s entre cada tejido. Para ~;¡;¡I~; ~e ·~eqllirió un 

método analíttél:i'qu~ fuera capaz de cuantificar a de,¿trórrán (meta bolito 

del dextrón'.i'et8rrá;'..>;:usa·ndo'cromatografía.· de.líqu'1c:Íos"cÍ~ alta resolución 
(CLAR) .•.. ·::::::\ .•. ·:_·e::: '{;j~;,~~.t"J.:\,<.;_~_·_-.:.··.~;· .. ,.~ ...... ;;.::::.;.·• .. ··::.::.';:·::<::·<<:o:, 

e •e\•"• - <,;~';, 

~~~;f,~~~tlf li~~~~~~~~~~~1:it~f~t~.~ 
detección/recuperación' absóluta y estabilidad de la muestra procesada, 

como se Indica· en la norma· oficial mexicana NOM-177-SSA-1998. 

Los resultados mostraron una mayor actividad metabólica en el 

tejido hepático, le sigue el renal y finalmente el cerebral, obteg¡¡IÍll .. ~-1'1!~1i1-. 
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RESUMEN 

valores promedio de la relación Vmax/Km de 27.65 X 10·5 , 7.12 X 10·5 y 

0.37 X 10·5 seg·1 respectivamente. 

Los valores promedio de la constante de Michaelis-Menten (Km) 

para tejido hepático, cerebral y renal son . 3~44, 2.35 y 3.56 mM 
' . . . . . 

respectivamente. En· cuanto a la constante de velocidad _máxima con que 

se lleva a· cabo la catálisis enzimática. (Vmax) . para tejido hepático, 

cerebral; y renal, es 9.5 x 10"", 0.13 x 10·4 ·y.· ·i.6s X: 10~4 mM/seg, 

respectivamente. 
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------------ANTECEDENTES Y OBJETIVOS------------

Capítufo 2 

ANTECEDENTES Y OB.JETJ:VOS. 

2.1 ANTECEDENTES. 

El sistema de citocromos P450, realiza el metabolismo de la 

mayoría de los fármacos, el CYP2D6 (homologo del CYP2Dl en rata) 

metabollza alrededor del 20 º/o de los fármacos que Involucran CYPs, 

tales como antlepllépticos, de ahí la Importancia de contar con modelos 

in vitro para el estudio del comportamiento enzimático en diversos 

tejidos y que permiten a futuro caracterizar posibles Interacciones 

farmacológicas a nivel metabólico. 

El estu.dlo de la actividad de CYP2Dl en rata puede proporcionar 

mucha · infármación acerca de los órganos y tejidos responsables de 

algún tipo de mecanismo de biotransformaciones de fármacos. Esto 

lleva a plantear los siguientes objetivos: 

s 



------------ANTECEDENTES Y OBJETIVOS------------

2.2 OB.JETJ:VO PIUNCJ:PAL 

·:· Determinar las diferencias relacionadas con actividad 

enzimática del citocromo CYP2Dl en tejido hepático, renal y 

cerebral. 

2.3 OB.JETJ:VOS SECUNDARJ:OS 

·:· Optimizar un método para cuantificar: proteínas 

microsomales, y determinar el contenido existente .en cada 

tejido (riñón, cerebro e hígado) de rata.si. y yalldar este 

método de acuerdo a los parámetros de .1.'.3'.c),or:ma oficial 

mexicana NOM 177-SSA-1-1998. · · '·- '·.'· --.· · .. 
. <· ,·~:~ . ~·.-,~ ;:.; • <~ '·, , 

·:· Optimizar un método . para ·. cuántifi¿:a.-: •de~t~orfán, en 

preparados mlcrosomales pro~erii~~,Í:~~·{'ci~/t~jj~~ ;h~pátlco, 
renal y cerebral, y valldar. este·rriél:oc:lo'dec·acuerdo a los 

parámetros de la norma ofi¿:iál;me~iC:a~~ NbM i77-SSA-1-

1998. 
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·:· Determinación de la actividad enzimática de O·desmetilación 

de dextrorfán en microsomas, en hígado, riñón y cerebro de 

ratas Wistar adultas. 
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GENERALIDADES 

Capítuío 3. 

GENERALJ:DADES 

3.1 DEXTROMETORFAN. 

3.1.1 GENERAU:DADES. 

El dextrometorfán (d-3-metoxi-N-metllmorfÍnán) es el 

d-isomero del análogo de la codeína levorfanÓI; '· .. sin. embargo, a 

diferencia del /-lsomero, carece de propiedades ' analgésicas o de 

potencial de adicción y no actúa' en' l()F. receptores de oploides. El 

fármaco ejerce una ªC:C:ió1 cenfr~l):iará ~l~yar el umbral de la tos. En 

estudios contro1aci6s s~:ha'ciemostrado sU eficacia· en pacientes con tos 

patológica; su pbt~'ncl~ ~s ~~_i;lTl~~-~Í ~-la de la codeína. En comparación 

:::Je~7~:~uJJ~t~ll~&~lz~!!;~~~~iád~o;~:=~1::e:::;aspée~:i~a0s~ ~=~~~~:: 
la actlvldaé:i"''Ci11a·r-;. v.:sus efectos antltusivos persisten durante cinco o 

seis horas.' sl.l' toxicidad es baja, pero las dosis demasiado altas pueden 

producir depresión del SNC <ll. 

El dextrometorfán suprime el reflejo de la tos por acción directa 

en el centro tusígeno del bulbo raquídeo. Sus efectos 

somnolencia, mareos y náusea <2l. 

9 



GENERALIDADES 

3.1.2 PROPIEDADES FJ:SICOQUIMJ:CAS <3 >. 

En la figura 

dextrometorfán. 

1, se muestra Ja estructura química del 

El nombre químico- del 'b~o~IÍidrato de dextrometorfán es el 

morfinano, 3-metoxi-17~m~til.:::;cgo', 130, 140)- bromhldrato, 

monohldratado. Su peso molecular es de 370.3 g/mol, mientras que su 

fórmula condensada es C1s H25 NO • HBr - H20. 
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En relación 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 vía oral el dextrometorfán se absorbe 

totalmente en el tracto gastrointestinal, presentando un Inicio de acción 

rápida, observándose ésta a los 20 o 30 minutos de su Ingestión <4 >. 

El dextrometorfán es metabollzado mediante el sistema cltocromo 

CYP2D6 en hurnari<Js,v.su,,hornologo CYP2D1 en ratas, a dextrorfán y 3-

metoxlmorflnano; c .. este;; ultimo mediante el CYP3A4. Estos son sus 

princfpales··h,~fat.~iíto~·cs·7>. 
:,:;:?-~~ ':-'. 

El c:Y~id~;~[;lgÚal que su homologo CYP2D1, han mostrado tener 

actividad, a-1·,;.·r¡..·~fa'~·.:;lizar carcinógenos y neurotoxinas, tales como la 

1-metll-4-f~~p:1~:2Ji6~tetrahidroplridlna y la 1,2,3,4-tetrahidroqulnolina 
(B) 

El CYP2D6 metaboliza muchos fármacos incluyendo 

antidepresivos, serótina y varias anfetaminas <5 >. 
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Algunos fármacos que se ha demostrado que son 

biotransformados por CYP2D6 son <9 l; 

•!• Debrisoquina. 
•!• Ajmalina. 

•!• Deprenilo. 
•!• Amltrlptllina. 

•!• Desipramina. 
•!• Bufaralol. 

•!• Dextrometorfan. 
•!• Bupranolol. 

•!• Fluoxetina. 
•!• Citalopram. 

•!• Haloperidol. 
•!• Clomlpramina. 

•!• Imipramina. 
•!• Clorpromazina. 

•!• PropanÓloC 
•!• Codeína. 

Ta rrioxifeno. •!• 

En la figura 2 se muestran los metabolitos de dextrometorfán <7 l_ 

12 
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~~ 

o~ 
!.., 

N-Desmetl7aci6n ~-Desmetllaclón 
CYP3A4 Dextrometorf'án CVP206 (en humanos) 

CYP201 (en ratas) 

3-Metoximorfinano 

0-DesmetilacJón ~ 
CYP206"" 

o~ 
l. 

3-Hidroxlmorfinano. 

Dextrorf'án 

/ N-Desmetilaclón 

/ CYP3A4 

Figura 2. Vías metabólicas del dextrometorfán. 
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3.2 CJ:NETJ:CA ENZJ:MATJ:CA. 

Las enzimas son proteínas que realizan la catálisis de las 

reacciones químicas que se llevan a cabo en los seres vivos. Aunque las 

reacciones enzimáticas obedecen a los mismos principios de la cinética 

química, se diferencian de éstas por el hecho de que las enzimas son 

saturadas por los sustratos. Durante una reacción enzimática, el 

sustrato (S) . se une químicamente a·- ia·· enzima (E) para formar un 

complejo .:"enzima-sustrato" (ES) (figura 3). Después de llevarse a cabo 

varias 'reaé:ciánes~ químicas, el complejo (ES) se rompe para dar origen 

al produét.;".(p);~r¡,'¡;.;;~arido a la enzima (E), que puede volver a iniciar 

otro cic-lo c~ta"lítl~á. Estas reacciones son reversibles. <10> 

E+S~ [ES]~ E+P 

Figura 3. Reacción enzimática. 

En 1913, Mlchaelis y Menten desarrollaron la teoría cinética 

general que explica el comportamiento de las reacciones enzimáticas 
(10). 

El anállsls cuantitativo de la actividad enzimática, o cinética 

enzimática, 

que actúan las enzimas. Dicho análisis cinético también perml¡j~~=~~~-· 
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comparaciones entre enzimas diferentes o de la misma enzima según 

diversas condiciones. Para muchas enzimas la velocidad de catálisis, o 

velocidad de reacción (V) varía de acuerdo a la concentración molar del 

sustrato [S] cuando es baja., Cuando [S] es alta, (V) es casi 

independlen,te'de, [S] -~~~>. 

Una é'aracterístl~a muy 'importante de la actividad enzimática es su 

especificidad; de manera que cada enzima partÚ:;.,iar actúa solo sobre un 

determinado, sustrato, las enzimas suelen' ser tan especificas que son 

incapaces de actuar sobre sustancias estrechamente relacionadas, por 

ejemplo sobre un estereolsomero de la misma molécula <12>. 

Algunas enzimas no requieren para su actividad más grupos 

químicos que residuos de aminoácidos. Otras requieren un componente 

químico adicional llamado cofactor, el cofactor puede ser uno o varios 

iones inorgánicos, o un complejo orgánico o metaloorgánico llamado 

coenzlma <13>, 

Las determinaciones cinéticas de reacciones catalizadas 

enzimátlcamente se encuentran entre las técnicas más poderosas para 

elucidar los mecanismos catalíticos de las enzimas <14>, 

IS 
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3.2.1 CJ:NETJ:CA DE MJ:CHAEU:S-MENTEN <13>. 

La figura 4 representa la relación entre (S] y Vo en una reacción 

enzimática. La curva que expresa esta relación tiene la misma forma 

general para muchas enzimas. La forma hiperbólica de esta curva se 

puede expresar algebralcamen_te mediante la ecuación de Michaelis

Menten, partiendo de la hipótesis básica de que el paso llmltante de 

velocidad en las reacciones enzimáticas es la descomposición del 

complejo (ES) para formar el producto (P) y la enzima libre (E). 

Km Sustrato 
Concentración, [S] (mM) 

Vmax 

Figura 4. Efecto de la concentración de sustrato sobre la 

inicial de una reacción enzimática. 

16 

velocidad 

11 



GENERALIDADES 

Los términos Importantes son [S], Va, Vmax y una constante 

llamada constante de Mlchaells-Menten o Km. Todos estos términos se 

pueden medir fácilmente de manera experimental. 

Para la deducción de Ja ecuación de Michaells-Menten, esta se 

inicia con dos reacciones básicas que Intervienen en la formación y 

descomposición de [ES] (ecuación 1 y 2). 

ki 
E + s ES 

k.1 Ecuación 1 

kz 
ES 

~-2· 
E + p Ecuación 2 

En Jos primeros : momentos de la reacción, la concentración del 

producto [P] es . lnslgnlftca~te y se hace la suposición de que puede 

ignorarse k.2 • La reacc1óiJ··~e reduce a: 

E ·+ S 
kz 

ES -E + P 
Ecuación 3 

Va se determina por la descomposición de ES para dar P y que 

viene fijada por [ES]: 

17 



GENERALIDADES 

Vo Ecuación 4 

Dado que [ES) de Ja ecuación 4 no se puede medir 

experimentalmente con facilidad, se comienza por encontrar una 

expresión alternativa para [ES]. En primer Jugar.' se Introduce el termino 

[E,] que representa la concentración total:'ciE!~erÍzl.:;:,~: (la sumatoria de Ja 

enzima libre y enzima unida al su~t~at6)XJ!~:'~J;'i'¡'i¡i$i'~é'11bre o no fijada, se 

~~;d:s r~:;~;¿;1;~~~~,~~~~f fy~~~*~~~~l~~~:~~t=s~á~~ d::~~i~aªd q~: 
sustrato fijado por Ja', enzima 'en''cualquier?momento de la reacción es 

Insignificante co,m~a~ád~ ':~o~<, J~·,,~ (sf':'total. De acuerdo a estas 

conslderaci611,es, Jos siguiE!nte~ pa~;;s Hevan a una expresión de Va en 

función de parámetros que se miden fácilmente. 

Las velocidades de formación y descomposición de ES vienen 

determinadas por las constantes de velocidad k 1 (formación) y k.1 + k 2 

(descomposición) según las expresiones: 

Velocidad de formación de ES ki ([E,] - [ES]) [S] 

Velocidad de descomposición de ES 

18 
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Un supuesto es que la velocidad inicial de reacción refleja un 

estado estacionario en el que [ES] es constante, es decir, Ja velocidad 

de formación de ES es igual a Ja velocidad de descomposición. A esto se 

le denomina suposición de estado estacionario. Las expresiones de las 

ecuaciones S y 6, pue.de·n.igualarse a un estado estacionario dando: 

Ecuación 7 

. , ..... _., ···--·~-,-~,~-:~::,:~;'1L;::.\'',~::~. .. ·. 
Se reaHza11··~.una\'serle :.de . pasos algebraicos para resolver la 

ecuación 7 :~~ é rJ~tí6.~;{~~~;i([~s]; Se resuelve el factor común en el 

miembro de 1.i'iZ:q~·¡e;~ér';;;';;¡;~é~j;..,.;·~Jiftca el segundo miembro dando: 

;·. ·.-, ~;~~\ .. ::~~~--~I:~:):~~~~;:J:;f~l~~~:~~t~~~:;)' .~~-:~' (C :( • 

ki([E~J-[~]~'::·;kffesfrsj{;;ckcJ. + k,)[EsJ Ecuación s 
· · ~->~;~:-:;; .. ~:-ér'.i:ff~)~1~~\~:3~~-~~;~-~~~~:~~-~~·; --

Surriand~ ~,: término'.kiÚES] [S] a ambos lados de Ja ecuación y 

simplificando: ".'.,_';:',~~~.·/.'..•.;>···· 
·_'.·_-,'.· " 

ki [Et][S] (k1[S] + k-1 + k2) [ES] Ecuación 9 

Despejando [ES] se obtiene-

ki [Ec][S] 
[ES] Ecuación 10 
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Esta expresión aun se puede simplificar mas de forma que se 

combinan todas las constantes de velocfdad en una expresión. 

[Et] [S] 
[ES] Ecuación 11 

[S] + Ck-1 + k2) / kl 

El termino (k-1 + 'k2ff.k1 se define como constante de Mlchaells-
'~ . . . ' ' ... 

Menten, Km. Sustituyen.do: ahora en la ecuación 11, la expresión se 

simplifica a: 

[E,][S] 
[ES] Ecuación 12 

[S] +Km 

Se puede expresar ahora Vo en función de [ES]. La ecuación 12 se 

utlliza para sustituir [ES] en la ecuación 4, dando: 

Vo = Ecuación 13 
[S] +Km 
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Vmax se puede definir como k> [E,]. Sustituyendo esto en la ecuación 13 

da: 

Vmax [S] 
Vo= Ecuación 14 

[S] +Km 

Esta es la ecuación de Mlchaelis-Menten, la ecuación de velocidad 

de una reacción catallzada enzimáticamente con un sustrato. Es una 

definición de la relación cuantitativa entre la velocidad Inicial (Vo), la 

velocidad máxima Inicial (Vmax) y la concentración inicial del sustrato 

[S], todos ellos relacionados a través de la constante de Mlchaelis

Menten (Km). 

La velocidad máxima Inicial (Vmax) nos Indica la velocidad 

máxima de· la ·reacción enzimática; por otro lado la constante de 

Michaells-Meriten. (Km) significa la concentración de sustrato que es 

catallzado ·ai llevarse a cabo el 50 º/o de la velocidad máxima de la 

reacción. 

Un parámetro adicional es el factor de actividad el cual es la 

relación 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 c5 •9 J. 
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La ecuación de Michaelis-Menten (ecuación 14) puede 

transformarse algebraicamente en formas que son útiles en la 

determinación práctica de Km y Vmax. 

3.2.2 TRASFORMACJ:ONES DE LA ECUACJ:ON DE 

MJ:CHAELJ:S-MENTEN. 

Se han deducido y utilizado transformaciones de la ecuación de 

Michaelis-Menten, con la finalidad de facilitar la determinación de Vmax 

y Km; como se muestra a continuación: 

3.2.2.1 GRAFJ:CA DE LJ:NEWEAVER-BURK (DOBLE 

RECJ:PROCA) <1 3>. 

La ecuación de Michaelis-Menten: 

Vmax [S] 
Yo= Ecuación 14 

[S] +Km 

Se puede transformar algebraicamente en formas más útiles para 

representar los datos experimentales. Una transformación c 
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deduce simplemente tomando los Inversos en ambos miembros de la 

ecuación de Michaelis-Menten, obteniéndose. 

1 [S] +Km 

vo Vmax [S] Ecuación 15 

Separando .los. '·'componentes del 

miembro de la ecuáciÓ~ d~:/'> 
numerador en el segundo 

1 Km [S] 
+ Ecuación 16 

Vo Vmax [S] Vmax [S] 

Que se simplifica a: 

1 Km 1 1 
+ Ecuación 17 

Vo Vmax [S] Vmax 

Esta ecuación es una transformación de la ecuación de Michaelis-

Menten denominada ecuación de Lineweaver-Burk. Para las enzimas que 

obedecen a la ecuación de Michaelis-Menten la grafica de 1/Vo versus 

l/[S] da una línea recta (figura 5). Esta línea tiene una pendiente Igual 

a Km/Vmax, la Intersección sobre el eje l/Vo es 1/Vmax y la 

Intersección sobre el eje 1/[S] es igual a -1/Km. La presentac·~·!!!l!tJ!!JJ~"1~!J!ll!!fl 
·-~ 
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reciproca también denominada Lineweaver-Burk, tiene la gran ventaja 

de permitir una determinación mucho mas precisa de Vmax, la cual solo 

puede ser obtenida aproximadamente a partir de una grafica simple de 

Vo versus [S]. 

j 
- 1 

Km 

Figura 5; _Graflca.de Lineweaver-Burk 

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

muy útil para distinguir entre ciertos tipos de mecanismos de reacción 

enzimáticos, así como para analizar la inhibición enzimática, y 

determinar si se trata 

Para realizar esto, se llevan a cabo dos grupos de experim 
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velocidad en Jos que la concentración de enzima se mantiene constante. 

En el primer grupo [S] también se mantiene constante, Jo que permite 

medir el efecto del incremento de la concentración de inhibido.- [I] sobre 

la velocidad inicial Va. En el segundo grupo [I] se mantiene constante y 

:~c:·~~;~7!~~~f,{$;;~t~tfa~t~i~111ji~¿{~·,~~·:• ~~~~;;:;ovn:; 
d1re.-entes'de·'un~1iitiú:i1élo'.-'C:ó'rri"i:íétiti{;'6·:".Ei:f'¡:.,e:·.-emento de u1 da 1ugar a 1a 

producciÓ~~~"€/9~E~&z~~{i;~!~!fü.~~?~J?E'7:~~.~~ ~
1

ntei-sección en el eje 1/Vo, 
pero con pendlentes:dlferentes:~Debida·•a•que Ja Intersección sobre el eje 

' -'. .,. '.'.! '.''.:).":~,< ~<(.,>'JCH }"'!f,:{.~':\'[;\~~.': ,¡~~:~.1¿li'..1'.:".'-'"'.""'/ ~' "'t:;\". ~¿.S.!- f.'·.-->·~· 
1/Vo es iguaLa.·1/Vmax;'~~ pued~ 1ver.queVmax no cambia en presencia 

del 1nhlbid¿~;.~~~Pff,lfix~~:.~1!~i'l~~~fi~cH~ntemente de Ja concentración 
de un inhlbidor. coll"lpetltivo~;háy?sleinpre llna concentración del sustrato 

=~:::.«me~re éiev~~~~~~~'~lt' •nh<b•doc de• •"'º act•vo de 'ª 
En la Inhibición ·no'..éómpetft1va,'·representaciones similares de Jos 

datos de ve10C::1d~d d·.;;~.í'á''¡~·;¡.;·¡¡c¡~-1~~- líneas, que tienen una intersección 
. ·. :-· :, ;;.::·~.:.t•y·-~-~~:2-\~C";;•'. 

común en el eje de 1/[S];·•,Esto':indica que Km para el sustrato no se 

altera por el lnhlbidor no·· competitivo mientras que Vmax disminuye 

(figura 6). 
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.,_ (11 

Pendiente • Km / Vmax 

T 
• 1 

Km 
Inhibición competitiva Inhibición no competitiva 

Figura 6. Inhibición enzimática 

usando la gráfica de Lineweaver-Burk. 
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3.2.2.2 GRAFXCA DE EADXE-HOFSTEE <15>. 

La ecuación de Lineweaver-Burk: 

1 Km 1 1 
Ecuación 17 

Vo Vmax [S] Vmax 

Para comenzar la transformación algebraica de la ecuación de 

Lineweaver-Burk, se cómienza' por multiplicar por VoV,max a ambos 

miembros "de la ecuación¡ 

v,;.ax= • _va Km .--
1
-- + vo 

(S] 

Que se simplifica a. 

Vo 
Vmax= Km --- + Vo 

(S] 

Arreglado la ecuación se obtiene: 

Vo 
Vo = -Km --- + Vmax 

[S) 
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Esta ecuación es una transformación de la ecuación de 

Lineweaver-Burk denominada ecuación de· Eadle-Hofstee. Para las 

enzimas que obedecen a la ecuación de Michaells-Menten la grafica de 

Vo versus V/[S] da una línea recta con pendiente negativa, que es igual 

a -Km, la Intersección .sobre el eje Vo es Vmax, y la Intersección sobre el 

eje Vo/[5] es Vmax/Km (figura 7). 

Vo [ 1 :¡ 
[SJ seg ) 

Figura 7. Grafica de Eadie-Hofstee 

La principal desventaja de esta grafica es que el ter~m;,Qiin._;¡¡o~~Íi!ili:!llV.l:z..,., 

aparece tanto en las ordenadas como en la abclsas. Generalme 
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usa como un parámetro adicional para corroborar los valores de las 

cortantes (Km y Vmax) obtenidas a partir de la ecuación de Lineweaver

Burk. 
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3.3 VALJ:DACJ:ON DE METODOS ANALITJ:COS <17>. 

La validación es la evidencia experimental documentada que 

incluye todos los procedimientos necesarios para demostrar que un 

método para la determinación cuantitativa de un analito en una matriz 

biológica, es adecuado para cumplir con el propósito para el cual fue 

diseñado. 

Ant~s c:1e la eniplear un método para un análisis de muestras, el 

analista de.bei'"obterier.>suficientes ·datos que evalúen el desempeño y la 

:ª:::~d:::-,f~~~~~?~~~Egf}tf::li~l~:i:~~ltados confiables, esto se lleva 

La NOM-1 ?7-SSA-1-1998, que establece las pruebas y 

procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable, 

recomienda validar un método analítico bajo los siguientes criterios: 

3.3.1 U:NEAU:DAD. 

Es la capacidad de un método analítico, en un intervalo de trabajo, 

para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la 

concentración del compuesto en la muestra. Se evalúa la linealidad del 

método. De acuerdo a las especificaciones, el método se conside~r~ªil;.;l·~f!Mi:!o¡¡¡:;w,¡¡z,,.,., 

si el coeficiente de correlación es mayor o Igual a 0.99. 
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El coeficiente de correlación se obtiene mediante un análisis de 

regresión lineal por mínimos cuadrados, en donde se utiliza la siguiente 

fórmula: 

r= 

Donde: r =.coeficiente.de correlación 

x = cciní:entraé:ióri 

y = resp~~i;ta/ 

Para calcular .. el· error· relativo debido a la regresión se emplea la 

siguiente fórmula:· 

Donde: 

Sy/x 

Error relativo = (Sy/x) /. Y 

~L,y2-pendiente CL,xy)-ordenada (~y) 
n-2 

Sy/x = varianza 

Y = respuesta promedio 

y = respuesta 

x = concentración 

n = número de datos 
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3.3.2 PRECJ:SJ:ON. 

Es el grado de concordancia entre los resultados analíticos 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 

diferentes porciones de una muestra homogénea del producto, 

evaluando repetlbllidad y reproducibilldad. 

3.3.2.1 REPETJ:BJ:UDAD. 

Es la precisión de un método analítico que expresa la variación 

dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas en las mismas condiciones. Para considerar 

un método repetible, el coeficiente de variación no debe ser mayor al 

15°/o. El cálculo del coeficiente de variación se realiza mediante la 

siguiente ecuación 

Donde: 

Sx 

C. V.= Sx / x 

~-1 -¿cx, -x)' 
n-l 

Sx = Desviación estándar 

.x =concentración promedio 

x = concentración 

n =número de datos 
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REPRODUCJ:BJ:LJ:DAD 

J:NTRALABORATORJ:O. 

Es la precisión de un método analítico en donde se expresa la 

variación obtenida entre las determinaciones Independientes realizadas 

en el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de análisis, tales 

como los días, equipo, columnas o analistas. Un método es reproducible 

siempre y cuando el coeficiente de variación no sea mayor al 15º/o. 

3.3.3 EXACTITUD. 

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el 

valor de referencia. Se determina mediante la desviación absoluta del 

valor promedio de las concentraciones experimentales de cada nivel de 

la curva, con respecto a la concentración nominal de la muestra y para 

calcularla se emplea la siguiente ecuación: 

º/o Desv. absoluta 
1

1 ( Conc. nominal -Conc. experimental promedio) 1¡ 
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 concentración debe encontrarse 

dentro del 15º/o del valor nominal de concentración. 

3.3.4 LIMITE DE CUANTJ:FICACION. 

Se define como la concentración más baja del compuesto que 

puede cuantificarse, cumpliendo con la exactitud y precisión 

establecidas en el método. Se establece que tiene validez como límite de 

cuantificación cuando el valor promedio de las cinco repetlclÓnes se 

encuentran dentro del ±20º/o del valor nominal con un coeficiente de 

variación no mayor al 20º/o. 

3.3.S LIMITE DE DETECCION. 

Se define como la mínima concentración de un compuesto en una 

muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, 

bajo las condiciones de operación establecidas. Como límite de detección 

se considera aquella concentración cuya respuesta es de 2 a 4 veces la 

señal del ruido de fondo. 
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3.3.& RECUPERAC:IÓN ABSOLUTA. 

Es la eficiencia de un método analítico para cuantificar el o los 

compuestos por analizar en la matriz biológica. Se evalúa determinando 

el porcentaje de recuperación a cada nivel de concentración, el cual 

debe ser consistente en cada nivel dentro del rango de concentraciones. 

3.3.7 ESTAB:IL:IDAD DE LA MUESTRA PROCESADA. 

Es la propiedad, de conservar sus características en Ja matriz 

biológica, desde el momento del muestreo hasta su análisis, para las 

misma condiciones de manejo y almacenamiento. Se determina 

evaluando el porcentaje de desviación absoluta con respecto a Ja 

concentración que presento Ja misma muestra inyectada al tiempo inicial 

o tiempo cero; esta debe ser menor al 15º/o. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

Capítufo 4. 

PARTE EXPERJ:MENTAL. 

La parte experimental se dividió en cuatro etapas: 

·:· Optimización y validación del método para cuantificar 

proteínas en preparados mlcrosomales. 

•:• Cuantificación de proteínas mlcrosomales en tejidos 

hepático, renal y c'."rebral.'. 

·:· Optlmlzacló~ ·.·~ .. ,~alÍdaí:¡_Ón del método analítico para 

cuantificar dextrÓrfán:_mediánte cromatografía de líquidos 

de alta resolu~iÓnOé'éL~R.)0 
·:· Determinacióri' de .la :actividad enzimática del CYP2Dl en 

tejido renal, hepático y cerebral de rata. 
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4.1 OPTJ:MJ:ZACJ:ÓN DEL MÉTODO PARA CUANTJ:FJ:CAR 

PROTEJ:NAS EN PREPARADOS MJ:CROSOMALES. 

De acuerdo a información bibliográfica, este método fue 

desarrollado por Bradford M.M. cie¡ 

4.1.1 EQUJ:POS E :INSTRUMENTOS 

Balanza marca OHAUS Analytlcal Estándar, modelo AS120S. 

Espectrofotómetro marca Beckman, modelo DU 650. 

Potenciómetro modelo pH 1000 Serles, marca OAKTON. 

Agitador tipo vortex marca Thermolyne, modelo· MaxlMlx 11 M37615 

4.1.2 REACTJ:VOS. 

Azul brillante de Coomassle G marca Sigma, lote SOK7007, 90 º/o de 

pureza. 

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

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

º/o de pureza. 

Ácido fosfórico marca J. T. Baker, lote M46CS2, 85 °/o de pureza. 
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Fosfato de sodio dibásico anhidro marca J. T. Baker, lote L04462, 

100 º/o de pureza. 

4.1.3 SUSTANCJ:AS DE REFERENCJ:A. 

Albúmina serica bovina marca Sigma, lote 100K7415, 99 °/o de 

pureza. 

4.1.4 PREPARACJ:ÓN DE SOLUCJ:ONES 

Reactivo de Bradford. 

Pesar con exactitud 100 mg de azul brillante de Coomassie G, 

transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 50 mL de 

alcohol etílico al 95 °/o, y adicionar 100 mL de ácido fosfórico al 85 %. 

Esta mezcla se lleva a volumen con a.gua destilada. 

La concentración final de azul brillante de Coomassie G es de 0.01 

º/o (w/v), 4.7 º/o de alcohol etílico, y 8.5 º/o de ácido fosfórico. 
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Solución 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 deslonlzada. 

La concentración de esta solución es de 0.15 M. 

Solución de albúmina serlca bovina 1000 ug/mL. 

Pesar con exactitud 10 mg de albúmina serlca bovina, transferirlos 

a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a volumen con 

solución de cloruro de sodio 0.15 M. La concentración de esta solución 

es de 1000 µg/mL. 

Solución amortiguadora de fosfatos 10 mM. pH 7.4 

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio dlbásico, 

transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 500 mL de 

agua deslonizada, llevar a volumen con agua destllada. 

La concentración final de fosfato de sodio dibásico es de 10 mM, 

verificar el pH de la solución, de ser necesario ajustar el pH a 7.4 con 

ácido fosfórico. 
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4.1.S METODO DE BRADFORD. 

La curva patrón 

en el rango de 5 a 

concentraciones 8, 40 

se preparó considerando cinco concentraciones 

100 µg/mL, y tres controles de calidad de 

y 80 µg/mL. Todas estas fueron preparadas de 

acuerdo a lo señalado en la tabla 1. 

Tabla 1. Preparación de la curva para la cuantificación de proteínas 

* Puntos de control de calidad. 

TESIS CON 
FAfJ.A DE ORIGEN 
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El volumen total de muestra fue de 100 µL. Se partió de la 

solución de albúmina serica bovina de 1000 µg/mL, se adicionó la 

alícuota en un tubo de ensaye de 10 mL, después ·se completo el 

volumen con solución amortiguadora de fosfatos.10 mM pH 7.4. 

·. Reg1strár,1á'ábsorbanc1a con una 
longitud de onda de 595 nm 

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

Figura 8. Metodología para cuantificar proteínas 

microsomas, según Bradford M. M. 

r--TE===SI::::-S--:C:--0-N--
FALLA DE O 42 

la 



PARTE EXPERIMENTAL 

4.2 VALIDACION DEL METO DO PARA CUANTIFICAR 

PROTEINAS EN PREPARADOS MICROSOMALES. 

4.2.1 LINEALIDAD DEL METODO. 

La linealidad del método se determinó, con la preparación de tres 

curvas de calibración a partir de pesadas Independientes de albúmina 

serica bovina, en el Intervalo de concentraciones de 5 a 100 µg/mL. Se 

elaboró una grafica para .e.a.da. curva, absorbancla versus concentración 

de albúmina. En cada cu...Va se determina, empleando un ajuste de 

mínimos cuadrados, el coeficiente de correlación (r), la pendiente (m) y 

la ordenada al origen (b). El coeficiente de correlación debe de ser 

mayor a 0.99 

4.2.2 PRECISION DEL METODO 

Para evaluar la precisión, esta se realiza mediante repetlbilldad o 

precisión lntradla, así como reproduclblildad o precisión interdia. 
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4.2.2.1 REPETJ:BILIDAD DEL METODO. 

La repetibilldad del método se determinó en un mismo día de 

trabajo, conservando las mismas condiciones de equipo, analista y 

laboratorio. Para esto se preparan por quintuplicado tres niveles de 

concentración 8, 40 y 80 µg/mL, que corresponden a los niveles bajo, 

medio. y alto del rango de la curva de calibración. A los resultados de 

concentración recuperada para cada punto control, se les determina 

matemáti.came'.:ite el promedio, la desviación estándar, porcentaje del 

coeficiente ·de variación. El porclento del coeficiente de variación no 

debe exceder·un 15 °/o. 

4.2.2.2 REPRODUCIBJ:LIDAD DEL METODO. 

Para evaluar este parámetro, se prepararon por duplicado los 

niveles de concentración correspondientes a los niveles bajo, medio y 

alto del rango de la curva de calibración (8, 40 y 80 µg/mL), durante 

tres días continuos de trabajo, conservando las mismas condiciones de 

equipos y laboratorio. A los resultados de concentración recuperada para 

cada punto control, se les determinó el promedio, la desviación estándar 

y el porcentaje del coeficiente de variación, para cada nivel de 

concentración. La variación entre valores no debe exceder un 15 º/o. 
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4.2.3 EXACTJ:TUD DEL METODO. 

Para evaluar este parámetro, a partir de los datos de repetibilldad 

y reproducibllidad, se determinó la desviación absoluta de las 

concentraciones recuperadas promedio obtenidas para los puntos 

control, con respecto a la concentración nominal correspondiente. El 

porcentaje de desviación no debe exceder el 15 º/o. 
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4.3 OBTENCJ:ON DE PROTEJ:NAS MICROSOMALES 

TE.JIDO HEPATJ:CO, RENAL Y CEREBRAL. 

El método empleado, es el descrito por Tyndale ca> • 

4.3~1 EQUJ:POS E J:NSTRUMENTOS 

Balanza marca OHAUS Analytlcal Estándar, modelo AS120S. 

Espectrofotómetro marca Beckman, modelo DU 650. 

Ultracentrífuga marca Beckman Coulter, modelo Optima L80K3 

Potenciómetro modelo pH 1000 Serles, marca OAKTON. 

Vortex marca Thermolyne, modelo MaxiMlx 11 M37615 

4.3.2 REACTJ:VOS. 

Solución TRIS pH 7.4 marca Sigma 

DE 

Fosfato de sodio dlbásico anhidro marca J. T. Baker, lote L04462, 

100 °/o de pureza. 
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4.3.3 PREPARACJ:ÓN DE SOLUCJ:ONES 

Solución amortiguadora de fosfatos 10 mM. pH 7.4 

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio dlbásico, 

transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 500 mL de 

agua deslonlzada, llevar a volumen con agua destilada. 

La concentración final de fosfato de sodio dlbáslco ·.es ·de 'J:o mM, ,· 
verificar el pH de la solución, de ser necesario ajustar el pH a··7;4 ·con 

ácido fosfórico. 

4.3.4 METODOLOGJ:A SEGUJ:DA. 

De acuerdo a Tyndale <ª>, la m.etodología que se siguió, se muestra 

en la figura 9. 
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Rata macho Wistarde 30 a 32 serTEnas de nacidas 

Sacrificar por disbcación cervical 

Inmediatamente extraer riñones,. hígado y cerebro. 

Lavar con solución sa1íria ·15ot6r11Ó!i· fria ·cada órgano. 

Centrifugara ioO 000 g (40 000 rpm),. durante una hora a 4o e 

Reconstituir.en 5 mL de solución amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4 

Figura 9. Metodología para procesar tejido 

hepático, renal y cerebral 

Las proteínas así obtenidas se cuantificaron utilizando la técnica 

de Bradford. 
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4.4 OPTJ:MJ:ZACJ:ON DEL METODO ANALJ:TJ:CO PARA 

CUANTJ:FJ:CAR DEXTRORFAN MEDJ:ANTE 

CROMATOGRAFJ:A DE LJ:QUJ:DOS DE ALTA 

RESOLUCJ:ON (CLAR). 

4.4.1 EQUIPOS E J:NSTRUMENTOS. 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Waters, acoplado con 

detector de fluorescencia Waters. 

o Bomba cuaternaria modelo 600 marca Waters 

o Desgaslficador modelo 6324 marca Degasslt. 

o Inyector automatizado modelo 71.7 pl.us marca Waters. 

o Detector de fluorescencia modelo'4i4.·marca Waters. 

o Estación de computo·'· DELL;·: con paquete computacional 

Mllfenlum 32 v 3.20,.Waters:• 

Centrífuga eppendorf moc!~1C> 5.i:l..sc marca Eppendorf. 

Ultracongelador HARRIS modelo FLT-7LS-90a14, marca Harris 

manufacturing. 

Agitador tipo vortex marca Thermolyne, modelo MaxlMlx 11 M37615 

Balanza analítica modelo OAHUS AS-120, Marca OHAUS. 

Potenciómetro modelo pH 1000 Series, marca OAKTON. 

Parrilla con calentador/agitador magnético modelo 220, marca VWR 

------S-c-ie_n_t_ifi_c_. ________________ 
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Micropipeta repetidora modelo Plus Plpette, marca Eppendorf. 

Microplpeta manual de volumen variable 10-100 µL, marca 

Eppendorf. 

Microplpeta manual de volumen variable 100-1000 µL, marca 

Eppendorf. 

Ultrasonido modelo FS20, marca Flsher Sclentific. 

Sistema para filtración Millipore con membrana de 0.45 mm 

4-4.2 REACTJ:VOS. 

Acetonltrilo grado HPLC, marca J.T. Baker. 

Alcohol metílico grado HPLC, marca Mallinckro-dt. 

Agua desionizada grado HPLC. 

Ácido perclórico marca J.T. Baker. 

Fosfato de sodio dibásico anhidro marca J. T. Baker, lote L04462, 

100 º/o de pureza 

4.4.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA. 

Dextrorfán, marca Ultrafine Chemlcals, lote 043/113/l, 100 º/o de 

pureza. 
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4.4.4 PREPARACJ:ON DE SOLUCJ:ONES. 

Solución amortiguadora de fosfatos 10 mM. pH 3.5 

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio dibásico, 

transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 500 mL de 

agua desionlzada, llevar a volumen con agua destilada. 

La concentración final de fosfato de sodio dibásico es de 10 mM, 

verificar el pH de la solución, ajustar el pH a 3.5 con ácido fosfórico. 

4.4.S OPTJ:MJ:ZACJ:ON DE LA FASE MOVJ:L. 

En la fase móvil empleada, los picos de Interés tendrán que tener 

valor de simetría menor a dos, ~esolución mayor a 1.5, factor de 

capacidad mayor a dos, y platos teóricos mayores a 2000, para esto se 

modificó pH, porcentaje de fase móvil, velocidad de flujo así como la 

solución amortiguadora. 
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4.4.6 COLUMNA CROMATOGRAFJ:CA. 

Para el caso de la columna cromatográfica, se buscó una columna 

que permitiera detectar al dextrorfán en un tiempo adecuado de 

análisis, además que presentara una buena simetría y definición; para 

ello se evaluaron diferentes columnas cromatográficas con diferentes 

porcentajes de carbono. 
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4.S VALJ:DACJ:ON DEL METODO ANALJ:TJ:CO PARA 

CUANTJ:FJ:CAR DEXTRORFAN MEDJ:ANTE 

CROMATOGRAFJ:A DE LJ:QUJ:DOS DE ALTA 

RESOLUCJ:ON (CLAR). 

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM 177-SSA-1-1998c17>, 

la validación del método se llevo a cabo de la siguiente manera: 

4.5.1 PREPARACJ:ON DE LA CURVA PATRON 

La curva de calibración consta de siete puntos, los cuales tienen la 

siguiente concentración: 0.0125, 0.025, 0.1, 1, 5,10 y 25 µg/mL, de 

dextrorfán. Los puntos de control de calidad, son 0.5, 7.5 y 20 µg/mL, 

para los controles bajo, medio y alto respectivamente; estos valores, 

como se obseiva. se encuentran dentro del intervalo ·de la curva de 

calibraclón.·.La·preparaclón de cada uno de estos puntos para la curva 

de calibración; así como para los controles se describe en la tabla 2. 
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Tabla 2. Preparación de la curva de calibración para 

dextrorfán en presencia de proteína. 

* Puntos control de c<>lidad. 

TESIS CON 
FALLA DE 0.~GEN J 
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4.5.2 VALJ:DACJ:ON DEL SJ:STEMA. 

4.5.2.1 UNEALJ:DAD. 

La linealidad del sistema fue determinada, preparando a partir de 

pesadas independientes, dos curvas de calibración de dextrorfán, para 

un Intervalo de 0.0125 a 25 µg/mL. Estas curvas fueron preparadas en 

solución de Acetonitrilo:agua 20:80 (v/v). 

Una vez que se obtuvieron los resultados correspondientes, se 

graficó el área de los picos correspondientes versus la concentración. 

Los parámetros matemáticos que se determinaron a estas curvas, en 

base a un ajuste por mínimos cuadrados, son: el coeficiente de 

correlación (r), pendiente (m), ordenada al origen (b) y el porcentaje 

del error relativo de la regresión. El coeficiente de variación debe ser 

mayor a 0.99 

4.S.2.2 PRECJ:SJ:ON 

Para evaluar a este parámetro se tomaron los resultados que se 

obtuvieron de la prueba de linealidad, en los cuales se obtiene para cada 

curva el porclento del coeficiente de variación del factor de respuesta 

(pseudopendlente). 
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4.5.3 VAUDACJ:ON DEL METODO. 

4.S.3.1 UNEAUDAD 

Para la evaluación de este parámetro, se prepararon tres curvas 

de calibración de dextrorfán, a partir de pesadas Independientes en un 

rango de concentraciones que va de 0.0125 a 25 µg/mL. A partir de los 

resultados se graflco la respuesta con respecto a la concentración y se 

aplicó una regresión lineal por mínimos cuadrados para obtener el 

coeficiente de correlación (r), la pendiente (m) y Ja ordenada al origen 

(b), de cada curva. El coeficiente de correlación debe de ser mayor a 

0.99 

4.S.3.2 PRECJ:SJ:ON. 

El parámetro de precisión es evaluado a partir de la prueba de 

repetibllidad y reproduclbllidad como se Indica a continuación: 
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4.S.3.2.1 REPETJ:BJ:U:DAD 

Para evaluar este parámetro, las pruebas correspondientes se 

llevaron a cabo en un mismo día, conservando las mismas condiciones, 

de analista, equipo y laboratorio. 

Para este fin, se analizaron las tres concentraciones de los puntos 

control de cal~dad (O;S, 7.5 y 20 µg/mL), cada una por quintuplicado y 

preparados ·,a -pártlr de pesadas independientes. A los datos 

correspon.dle;:,_~es'.·.se l~s determinó el promedio, la desviación estándar, 

así como _el po'rC:e.ntaje del coeficiente de variación, para cada nivel de 

concentración;· 

4.S.3.2.2 REPRODUCJ:BJ:LJ:DAD. 

Para la evaluación de este parámetro, se tomaron los resultados 

de los tres puntos control de tres días de trabajo, conservando las 

mismas condiciones de equipo, laboratorio y analista. A los resultados 

correspondientes se les determinó el promedio, la desviación estándar, 

así como el porcentaje del coeficiente de variación, para cada nivel de 

concentración. 
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4.S.3.3 EXACTJ:TUD. 

A partir de los resultados de las pruebas de repetibilidad y 

reproducibiiidad, se determinó la desviación absoluta del valor promedio 

de las concentraciones experimentales, con respecto a la concentración 

nominal, para cada nivel de concentración, para lo cual se emplea la 

siguiente ecuación matemática: 

-1 Valor n·o,:;:;fnal -Valor recuperado 1 
ºlo de desviación - Valor nominal * 100 

El porclento de desviación no debe exceder el 15 º/o. 

4.S.3.4 UMJ:TE DE CUANTJ:FJ:CACJ:ON y 

DETECCJ:ON. 

El límite de cuantificación es la concentración de dextrorfán, en 

donde es cuantificado con exactitud y precisión. Para determinar este 

valor, fue preparada la parte baja de la curva, en presencia de proteína, 

por quintuplicado (0.0125 y 0.25 µg/mL). 
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Para el limite de detección, se consideró que la señal de dextrorfán 

tuviera una señal de dos a cuatro veces mayor a la señal de ruido, para 

ello se consideraron diluciones a partir de la concentración mas baja del 

limite de cuantificación esperado (0.0125 µg/mL). 

4.5.3.S RECOBRO O RECUPERACJ:ON ABSOLUTA 

Para llevar a cabo esta prueba, se preparó por triplicado las 

concentraciones correspondientes a los puntos control de calidad en sus 

niveles bajo, medio y alto (0.5, 7.5 y 20 µg/mL) respectivamente, en 

presencia de dextrorfán, disuelto en solución agua:acetonltrllo 80:20 v/v 

(muestra sistema). Así mismo se preparó muestra en presencia con 

proteína por triplicado a las cuales se les aplico la técnica de extracción 

(muestra método). 

. _; ; \ '• . :- -: : : . ---~: ¿ . 
En cad¡;i_;)11vel _d~;concentraclón; se calculó el promedio para las 

muestras sfstem~ '.y ITlé~6~·8'; ~;,'a J~~ realizado este calculo, se empleo 

la slgulentef~rniuia 'rri~tEi!máti~ci; ·· 

Promedio muestra método. 
0/o Recobro * 100 

Promedio muestra sistema. 
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El cálculo anterior se hizo para los tres niveles control de calidad. 

Se calcula la desviación de los recobros individuales con respecto al 

recobro promedio, y este no debe ser mayor al 15 °/o. 

4.S.3.& 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 permanecerán estables se inyectaron al tiempo 

cero, y a las 15 horas posteriores. Durante este lapso de tiempo, las 

muestras fueron conservadas dentro del carrusel del modulo 717 

(inyector automático 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 DETERMJ:NACJ:ON DE LA ACTJ:VJ:DAD ENZJ:MATJ:CA 

DEL CYP2D1 EN TE.JJ:DO RENAL, HEPATICO Y 

CEREBRAL DE RATA. 

4.6.1 EQUJ:POS E J:NSTRUMENTOS 

Balanza marca OHAUS Analytical Estándar, modelo AS120S. 

Potenciómetro modelo pH 1000 Series, marca OAKTON. 

Agitador tipo vortex marca Thermolyne, modelo MaxlMix 11 M37615 

Centrifuga Eppendorf modelo 5415C, marca Eppendorf. 

Baño maría marca Aquabath 

4.6.2 REACTJ:VOS. 

13-NADPH marca Sigma 

Ácido perclórlco marca J.T. Baker. 

Fosfato de sodio dibásico anhidro marca J. T. Baker, lote L04462, 

100 º/o de pureza. 
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4.6.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA. 

Clorhidrato de dextrometorfán, 100.1 °/o de pureza. 

4.6.4 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

Solución amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4 

Pesar con exactitud 1.42 g de fosfato de sodio . di básico, 

transferirlo a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver en 500 mL de 

agua desionizada, llevar a volumen con agua destilada. 

La concentración final de fosfato de sodio dibásico es·de 10· mM, 

verificar el pH de la solución, de ser necesario ajustar.eL.pH ;a .. 7.4 con 

ácido fosfórico. 

4.6.S METODOLOGIA SEGUIDA. 

Para la comparación de la cinética enzimática en los diferentes 

tejidos estudiados, se emplearon doce ratas macho de la cepa Wistar, 

las cuales se ha demostrado que son metabolizadores rápidos <G·s>. 

Asimismo de las 30 a 32 semanas de nacidas han alcanzad~!i~fSf.lrct~~-~ 
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adulta y la madurez de su sis.tema enzimático. Se obtuvieron los 

mlcrosomas hepáticos, renales y cerebrales siguiendo la técnica de 

Tyndale, mostrada en la figura 9. 

De cada preparado mlcrosomal hepático, cerebral.:y renal .se toma 

1 mL y se. mezclan entre si, dando un volumen: fibal 'de. 12 mL. 

Finalmente a c.icia''.:.'.in~ ·se;. le ~":'ª~.tlflca · la· éantldad i'de ,'.rnJerosomas 

P
resentes. · ·• .::; :'·~·,· . <·t~:c .•• :;. . ·)~:.:·,,."·:• · :c.:·.,,. •T \······•>:~:.<:.;:;::·•.; : .... 

""< '{\:;( ',,¡! ,,, L • ·:·"' <~ :'..;>:·~:¡-:/.:.~;,'~·."::;, • 
·:.::::'.. • ':·,~".;_' :• •" • ¡;:e '~:~:'}: ": :::,;:~::; ;>:\)r ,··, '~ ;·.>;' s+.i:~~ .¡\§· /Y;{ ; 'J.'. <'.:'. '. :: 

El método q~e s,;ernpleo"para 'dete¡.mlnar .. e(peífil. de la a.ctlvidad 

enzimática para cad.a.tejidÓ se,desc.rib;:; a'co~~ln.::.·.;,éión;.(ftgu~a lO) .. 
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Adicionar a un microtubo de plásti:o 
Eppendorf la solución amortiguadora de 

fosfatos 10 O"flo1, pH 7.4 

Adicionar 20 1-1L de '3-NADPH 1 rrt-1. 

Adicionar alicuota de proteína rricrosomal, 
para obtener una concentración de 50 µg/ rrt. 

Agitar en vortex 30 seg a velocidad rráxlma. 

Incubar en baño Maria a 37° C, durante S minutos. 

Adicionar alícuota de dextro~torfán 

TlerT1Jo de reacción (minutos): 
o, 2.s, s, io. 1s, 20 y 30 

Adicionar 20 µL de ácido pen::lórtco al 20 o/o 
y poner en hielo (detención de la reacción enzimática). 

Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos 

Figura 10. Cinética enzimática para dextrometorfán. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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PARTE EXPERIMENTAL 

Las alícuotas del sustrato dextrometorfán fueron equivalentes a 

25, SO, 100, 250, 500, 750 y 1000 µg/mL. Cada nivel de concentración 

fue preparado siete veces, con la finalidad de detener la reacción a los 

tiempos O, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos. 

Una vez que :se':det~rriilnÓ la concentración de dextrorfán en cada 

muestrase¡proceciif'a;.~~~ll~a~ el análisis matemático para calcular el 

~;,:~~1t~:~~~:~z~ftC~l~~s~ijj:~~::·~1:~~: .. 7:lj·,~:7°~:1r!:ct:: · d:uªe:~~~da: 
continuaciÓ;,:':' '':., ,,, < ' ' 

. ' ... ·,. ~--_ .. : ;<. /'.' 

a) ·. C:ontar> ~º,..; .. los· ;esultados de.· concentración de meta bolito 

(dextrorfá,..;) . a ~través del · tiempo,. esto para diferentes 

concentraciones de sustrato (dextrometorfán), como por 

ejemplo. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Tabla 3. Ejemplo de concentración de metabolito a través del tiempo 

para diferentes concentraciones de sustrato 

-~.:,-.:~--~~1;9~;}$.~r"!.·_'.·-; ;_~·~¿~~,?.~· .-~~~t~~~g;:~ ~O:Ql~C)~~ '"!.i(~O~~~---~ ~~~~~_(3_~:. ~;~;O~:« 
~;;;_:.~:~·:;_~~º~ ~:.-.. ::~:.:::; t_~'.§~~fS:.B.?:.; -::~~~ó22~~~ ~:~:·~~q}77:: ·t:o;o:..~~1;:.: 1;r¡;_&~~\~ ! ... Q~iís96.1:~ .:~·o~·~oo .. 
~ . .-t;¡~;~~#."•a~_!ii;-~:~:~~ ~~~~j_t.· 'ffP'!'l:>.154.i; ;~o.o~-~~;; ~.i:f.~--~~.~ :~:066;!~-~:r :-~~:Q64_7~:- .. ~~0~0504 -

Los resultados de dextrorfán tienen que tener las unidades mM. 

Para ello, a partir de los datos que arroja el equipo cromatográflco, 

obtener los valores en concentración (Interpolando en la curva de 

calibración correspondiente), las unidades de estos valores deberán ser 

µg/mL. Finalmente a estos ultimos se les divide por la masa molecular 

del dextrorfán (356.3 g/mol), lo que arroja un valor de concentración de 

dextrorfán con unidades mmol/L o mM. 

b) Realizar las graflcas correspondientes de concentración de 

dextrorfán (mM), versus tiempo (seg), esta grafiFt¡•~!!lf:!~9!1l1?9 
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c) 

PARTE EXPERIMENTAL 

compuesta por dos zonas lineales, la de interés para nuestros 

fines es la primer zona, en donde la pendiente corresponderá 

al parámetro velocidad inicial (Vo). Al final tenemos el mismo 

numero de graficas que el numero de concentraciones de 

sustrato (dextrometorfán). 

Primer zona linear . 
.-y=mx+b 

m=Vo 

-a:o o~~~~ 1~1~1~1~1~2mJ 
Tiempo (seg) 

Figura 11. Ejemplo de grafica de concentración 

de dextrorfán versus tiempo. 

Una vez que tenemos las Vo, para las diferentes 

concentraciones de sustrato (dextrometorfán), se grafica la 

velocidad Inicial ó Vo (mM/seg) versus la concentración de 

dextrorfán (mM). Esta es la grafica de Michaelis-Menten. En 

este caso es una sola grafica para cada tejido estudia...,,._,,.,., .... 
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PARTE EXPERIMENTAL 

J-~~~~~~~~~-,--~~~~~~~~~Vn1ax 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

3IJ «JJ llD llD 1CXD 121D 14'00 1eaJ UD> 3DJ 

~ri;ntracion dextS"Orfan (mM) 

Figura 12. Ejemplo de graflca de velocidad inicial (Vo) 

versus concentración de dextrorfán. 

En esta grafica se pueden obtener las constantes Km y Vmax 

a partir de la curva obtenida. 

d) Transformación de Llneweaver-Burk. A partir de los datos de 

velocidad Inicial, y concentración de dextrorfán, se obtiene la 

función Inversa de cada uno. Se grafica 1 / Vo versus 1 / 

[dextrorfán]. Esta graflca corresponde a la de dobles 

recíprocos o Lineweaver-Burk. 

e) Transformación de Eadle Hofstee. Para obtener esta graflca se 

obtiene la relación de Vo/[dextrorfán]; se graflca Vo versus 

Vo/[dextrorfán]. Se obtiene la grafica de Eadle Hofste 
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PARTE EXPERIMENTAL 

f) Para calcular el factor de actividad solo se determina la 

relación de Vmax/Km a partir de las constante obtenidas 

anteriormente. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Capítufo 5. 

RESULTADOS V ANALJ:SJ:S DE RESULTADOS 

5.1 VALIDACJ:ON DEL MÉTODO PARA CUANTIFICAR 

PROTEINAS EN PREPARADOS MJ:CROSOMALES. 

S.1.1 LINEALIDAD DEL METODO 

En la tabla 4 se muestran los resultados de linealidad del método 

para la cuantificación de mlcrosomas, asimismo en la figura 13, se 

muestra la graflca correspondiente al graflcar el logaritmo natural de la 

absorbancia versus la concentración, en el intervalo de 5 a 100 µg/mL 

de proteína (albúmina serlca bovina). Se usa el ajuste matemático de 

logaritmo natural para los valores de absorbancia, y de esta manera 

obtener una línea recta (tabla 5). 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Tabla 4. Resultados absorbancia del método para cuantificar proteínas 

en preparados microsomales. 

TESIS CCJ-1 
FALLA DE ORIGEN 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Tabla S. Linealidad del método para la cuantificación de proteínas 

rnicrosomales. 

l TESTS CON 
FALLA D~: _C~\RJGEN 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

j .., .. 
~ -1.0 

5 _, .. 
20 

y • O.O:ZOB>e - 1.8636 
r - 0.9999 

.. 80 100 

Concentración (IJg/mL) 

Figura 13. Linealidad del método para la cuantificación de proteínas 

microsomales. 

Al graflcar el promedio de los logaritmos de absorbancia respecto 

a la concentración, el método se~ comporto de manera lineal en el 

intervalo de concentraciones de s a 100 µg/mL de proteína, presentando 

un coeficiente de correlación mayor a 0.99 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN. 
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s.1.2 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

PRECJ:SJ:ON Y EXACTITUD DEL METODO 

S.1.2.1 REPETIBJ:LJ:DAD Y EXACTITUD J:NTRADJ:A 

DEL METODO. 

Los resultados que se obtuvieron para ta prueba de repetibilidad y 

exactitud intradia del método, se muestran en la tabla 6. 

Tabla 6. Repetibilidad y exactitud lntradia del método para la 

cuantificación de mlcrosomas. 

e ': 1 'r o; 

. - ' ~ 

~~ 
.;~f"~~~~.:;:-i:~~i;.:~:-r~ ... ; ~~:::: .... -¡!~7.s39_p~·-~~~;t ?Z~~~;;:~1r~1tt~·.-~-~·~ ;::;..;E.-;Jt.!:i~'::ífiéo'"}~!:·:.~;·~. 

z~_·-~;.:1;.i}~~;..:2--.~.;--·~,_·:.:.~:· .:~. :e:.~:-·~-:-·--~:7:860~:·.~e:::·r.~ ;;.:~~:,-:3~~2·ag&}i ."-.· ~.:-r. :_~:;;i7-g·~-9a22:: .. :::::.:- · 
·_,.¿..¡~s;9;:.fü5"t;3·;~~~:;;¡·f .. -{ .!'l.t. ~,:~~-;.,·;-:-;·e:·ia~·T?:~.*~~ ~-~.i .. l~~--3a.~e2::: ~:.:.~;.;- ::::·:,_!J.,:fBO:sz~n.:.:::: .... =~ _ 
~---~·'.··:'!1-:.c;;.,-_~~4:~?·:--·:--· · · · ::-:·.; t~i::·-:_ .-~·:9.2401·;:·~_;-J:t:~~~ ··· .~:-,;:·:::-~27:2_s9~.· :-... -?;~ i~ ·:.::.·'_>.7 .. ;e2:-3ssG·~·;:~ ~ 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Los resultados obtenidos, muestran que el porcentaje del 

coeficiente de variación es menor de 7.02 º/o, mientras que el porcentaje 

de desviación absoluta con respecto al valor nominal no excede el 3.16 
0/o, en sus tres niveles de concentración. Para ambos valores 

numéricos no hay más del 15 º/o de desviación, por. lo que el método es 

repetible y exacto. 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

RESUL TACOS Y ANALISIS DE RESULTA 

5.1.2.2 REPRODUCJ:Bl:Ll:DAD Y EXACTJ:TUD 

J:NTERDJ:A DEL METODO. 

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

Tabla 7. Reproducibilidad y exactitud lnterdia del método para la 

cuantificación de microsomas. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

En los resultados obtenidos se observa que el porciento del 

coeficiente de variación va de 4.67 a 13.15 º/o, mientras que la 

desviación absoluta con respecto al valor nominal va de 1.07 a 4.16 °/o. 

Debido a que ningún valor excede el 15 °/o de desviación se considera 

que el método es preciso y exacto. 
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S.2 

TESIS CON i · f 
FALLA DE ORIGEN , 

RESULTADOS YANALISIS DE RESULTADOS 

CUANTJ:FICACION DE PROTEINAS MICROSOMALES EN 

TE.JIDO HEPATICO, RENAL Y CEREBRAL. 

Los resultados de la cuantificación de las proteínas microsomales 

se muestran en la tabla 8. 

Tabla 8. Concentración microsomai final para cada tejido. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

5.3 OPTIMJ:ZACJ:ON DEL METODO PARA CUANTJ:FJ:CAR 

DEXTRORFAN MEDJ:ANTE CROMATOGRAFJ:A DE 

Ll:QUJ:DOS DE AL TA RESOLUCJ:ON (CLAR). 

Las condiciones cromatográficas finales se muestran en la tabla 9. 

Tabla 9. Condiciones cromatográficas finales. 

TESIS CON f 
f A.LLA DE ORIGEN ; 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESUL~TTAAfD~O~S~========~ 

S.4 VALIDACJ:ON DEL METO DO PARA CUANTIFJ:CAR 

DEXTRORFAN MEDJ:ANTE CROMATOGRAFJ:A DE 

LJ:QUJ:DOS DE AL TA RESOLUCJ:ON (CLAR). 

Durante la validación, adicionalmente se incluyó a dextrometorfán, 

con el fin de contar con un metodo validado para el fármaco y el 

metabolito. En la figura 14 se observa un cromatograma de dextrorfán y 

dextrometorfán con tiempos de retención 5.257 y 11.436 

respectivamente. 

--------------¡ 
1 

1 
¡ 

i 

e 

1 
1 __________ J 

Figura 14. Cromatograma de·dextrorfán y dextrometorfán. 



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

S.4.1 U:NEALIDAD Y PREC:ISION DEL SISTEMA 

Los resultados para linealidad y precisión del sistema se muestran 

a continuación (figura 15, tabla 10 y 11). 

Tabla 10. Linealidad del sistema para dextrorfán 

~-~·-i.0.:012S~~:,%J::o:i~~ ;:¡;?.Seai~~-a -:~;;·5276.s·:.;' 
1'~~~~:.;,:;-0:-025:4'-~t: ,\,,J..f~f:¡:.'! -~-:..~~1tisri.~ ~;.?49840. ::-.,i~ 

Wli=~~P~l ... -:;.;.!.R,0.1-~~ _;\,.:_ .... ~.-,.._~~ '-'~'i:386i ... i~t -~~~37o2s.s 
~R~k:;~:1·~~:~--.. ~-~, ··: t;~~1-: '1:~3780335::.: ~~::363929-:·, 

~~~s·t~r1¡;~;:!~~ :r~:: ~.~iS~ :.;.:i82.344i:
~~~Jq;?-:;~..;~;.:l~rti ir.=~------· - -~~366io5o.s·: 

~~~~'9:.;;;-<,~".S'~ ~19~ "(-19i2SV9' 

~~~i;i~~ ~iij b~~~;~ 
':''lí!t"§ ~~ ~.¡g--: 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Tabla 11. Precisión del sistema para dextrorfán 

~~~ F:·~~1~.~~~~~1::~1~ ~r~;{~~!/:;~ ·;1f;~~~f:~:~~! t~~~~~~~;t 
~~+,~~~ ~l~~:~~~tr ~E~~~l~~ ~~(j~~ ~~~~¿ 
~~~~; ~~~~~?~~~~'..~~. í~~~~f~ ~~~il1~ ~~~~1~ 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

1.C>clo' 

RC>clcf 

6.C>clcf 

4.C>clcf 

2.C>clcf 

o.o 

o 

y = 372171.40x + 722.72 
r-= 0.9999 

5 W ~ ID 3 

Concentración (µg/mL) 

Figura 1s; Linealidad del sistema para dextrorfán. 

El erro_r relativo debido a la regresión fue menor. al 2 °/o en ambos 

casos y el poréentaje del coeficiente de variación del factor de respuesta 

fue de 1.12 . .O/o. ·El sistema es lineal y preciso en el rango de 

concentracl~nes de 0.0125 a 25 µg/mL 
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' TESIS CON 1 1'ALLA DE ORIGE~ 
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

S.4.2 LINEALIDAD DEL METODO. 

En la tabla 12 se presentan los resultados obtenidos de tres curvas 

de calibración en el preparado de tejido conteniendo dextrorfán 0.0125 

a 25 µg/nnL, mostrándose también las curvas obtenidas (figura 16). 

Tabla 12. Linealidad del método para dextrorfán. 



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

1.0c1o' 

e.0<1ct 

ªº 
o 

y - 366506.SOJC -276.27 

' - 1 

5 10 3J 

Concént~aC1ón (µQ/mL) 

Figura 16. Linealid'~dcle1 rri~todo p~ra dextrorfán 
.-., ;.,. 

e :_~-, :· 

:··,'' :~·;~ -,. .;; --

'J..'-'·. ;· . .,L·;· 
~~o~/. 

Al graflc::ar ~I i:>ror:i=iédio de las áreas 

métodose cornpor1:q·C:ú~ ~ál'l~ra lineal en 

respecto a la concentración, el 

el intervalo de concentraciones 

de o.012s«á'.2:,S:i'.i.9/ril1.., para dextrorfán, presentando un coeficiente de 

correlación ··de 0:9999; 
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RESULTADOS YANALISIS DE RESULTADOS 

S.4.3 PRESJ:CJ:ON Y EXACTITUD DEL METODO. 

S.4.3.1 REPETJ:BJ:LJ:DAD. 

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

Tabla 13. Repetibilidad para dextrorfán. 

TESIS CON 
f AI.T,.1' T'F' n,.,1,..~ 

··--~ 
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TESIS CON 
f.!}J_A. DE ORIGEN 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESUL TACOS 

Los resultados obtenidos nos muestran que el porciento del 

coeficiente de variación va de 3.67 a 5.80 °/o, mientras que el porciento 

de desviación absoluta varia de 0.16 a 10.29 º/o. El porclento del 

coeficiente de variación fue menor al límite máximo del ± 15. 

5.4.3.2 REPRODUCJ:BJ:LJ:DAD. 

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

Tabla 14. Reproducibilidad del método para dextrorfán. 

?;~"':_O~Sis~f.·; ~ ·.~'·. ~7~-5:76i,..-, - ~,:; :21:067'9 -·· 
.. ;:.~-0·:23991 ':';:i~oe.16 

~~:~~;-.:t_~t~~'-f ·~~.~~~~~?:~2 .~f/~.)}\':/- ~~~tif~·;_( 
~~=:~~~~~~;~:~!9~ ·~1~-~Y~!r~ ~i.~~~.:)_~01;~~~: .. ~: ~i~?-~$~--~F:i:-. 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

En los resultados obtenidos se observa que el porciento del 

coeficiente de variación va de 3.17 a 14.63 °/o para dextrorfán, mientras 

que el porciento de desviación absoluta de 1.01 a 5.34 º/o. Por lo tanto 

el método analítico es preciso y exacto. 

S.4.4 LJ:M:l:TE DE CUANTIFJ:CACJ:ON Y DETECCJ:ON. 

Los resultados de límite de cuantificación se muestran en Ja tabla 

15. 

Tabla 15. Limite de cuantificación y detección para dextrorfán. 

--~·~;::J/ff.'~B,\.~2~·.~..;#~:;,y:.,~,:·::.;;~~::/: ::·,:~;_: .• ~:p;229i:~.{-;::;; '.'..{~~c,.";ó:Oi:'i:l'-~:~S;!j .¡~~.,;~0':~5-~'2.~ ... ;;~~:. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Se considero 0.0125 µg/mL como la cantidad mínima cuantificable 

presentando una desviación absoluta con respecto al valor nominal y un 

porciento del coeficiente de variación menor al 20 ºlo. 

El límite de detección. correspondió a 1¡;¡ concentración de 0.00625 

µg/mL. Esta.concentración_ es·posible detect~rlá,· pero ria ¿~~ntificarla. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

5.4.S RECOBRO O RECUPERACJ:ON ABSOLUTA. 

En las tabla 16, se muestran los resultados para recuperación 

absoluta. 

Tabla 16. Recuperación absoluta para dextrorfán. 

TESIS CON 
JAL!A DE ORIGEN 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

De acuerdo a los resultados obtenidos el recobro para dextrorfán 

es de 86.31 °/o. 

S.4.6 ESTABILIDAD DE MUESTRA PROCESADA. 

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

Tabla 17. Estabilidad de muestra procesada para dextrorfán. 

·.·.:.~.~.-.~ .. -: ... ·, ... ·-2·0.3951~';::~ 
·:.._ - ::;19.5893 _:~ .; 
.~,:·1 :-:-!.-1.?:: .. aPn:>rñédici-. -<• . ; ~·-o;:+,:;;.o;s3~~ :¿r,•, 7 .·54· .. :. :'=, ·. •. ·~/,119~99 iSJ .. :~ _ 

~~i~~ ~t~~~;:i~~ ~t?~~ ~$:~?~~~f; ~·~~:~~[*~:~;~ 

De acuerdo a los resultados obtenidos, las muestras procesadas 

son estables durante 15 horas. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

De acuerdo a lo todo lo anterior, se concluye que el método 

validado es el adecuado para cumplir Jos objetivos planteados. 
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RESULTADOS YANALISIS DE RESULTADOS 

5.5 DETERMJ:NACJ:ON DE LA ACTIVJ:DAD ENZJ:MATJ:CA DEL 

CYP2D1 EN TE.JJ:DO RENAL, HEPATICO Y CEREBRAL DE 

RATA. 

Una vez validado el método analítico para la cuantificación de 

dextrorfán en tejido renal, hepático y cerebral de rata Wistar, se 

procedió a llevar el análisis de cada tejido; la preparación de cada perfil 

enzimático se muestra en el apéndice 2. 

Una vez que se obtuvieron los respectivos resultados de 

concentración de'dE!i'.ctrorfán en cada una de las muestras, se procedió a 

llevar a cabo el tratamiento matemático de estos, con la finalidad de 

obtener las constantes~Km, Vmax y la relación Vmax/Km. Los resultados 

que se obtuvieron de dextrorfán se muestran en el apéndice 3. 

Las respectivas graflcas de Mlchaelis-Menten se presentan a 

continuación (figura 17). 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

a) Tejido renal. b) Tejido hepático 

e;; 1.0.1D4 

~ ao.1a4 
.§. 
gao.10"' 

i- •a.1a4 

~ 2.0.1a" 

~ 
~ 

.· 
Q.5 1.0 1.6 2.0 2.5 

00.10• 

~ 5: 50..10'" 

? .§. •0.10• 

o 
>_ 30.10• 

s 
~ 2.0.10-

~ u11110• 

1l 
~ 

.· 
05 10 1.5 2.0 2.5 

Concentración dextrorfán (mM) Concentración dextrorfán (mM) 

c) Tejido cerebral. 

TESIS CON 
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0.5 1.0 1..5 2.5 3.0 

Concentración dextrorfán (mM) 

Figura 17. Graficas de Michaeiis-Menten. 



RESUL TACOS Y ANALISIS DE RESUL TACOS 

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 hepático. 

..... 

y - 13486•. 7702.7 
r•0.9!il68 

:z e e to t:i 

ConcenuaelOn -trato ·• ( mM''> 

..... 
~ ... 

c) Tejido. cerebral. 

.· .. ~ 
. . ./ y. 276686>1: + 67826 

~ r•0.9995 

ConcenlraelOn sustrato·• ( mM"'> 

/ 
• . y• 3487.6•. 972.54 

Concentraclon sustra10 ·• ( m'-f'J 
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Figura 18. Graficas de Lineweaver-Burk. 
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a) Tejido renal. b) Tejido hepático. 
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Figura 19. Grafica de Eadie-Hofstee. 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Finalmente las constantes enzimáticas encontradas para cada 

tejido se muestran en la tabla 18. 

Tabla 18. Comparativo de constantes enzimáticas. 

De acuerdo a los valores encontrados para las constantes 

enzimáticas, se observa que la relación Vmax/Km es un parámetro más 

confiable para emitir una conclusión sobre la actividad enzimática. 
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El CYP2D1 hepático es el que presenta la velocidad máxima 

(Vmax) superior; mientras que el CYP2D1 cerebral tiene la Vmax menor. 

Cuando la respectiva velocidad máxima de la reacción enzimática 

(Vmax) se encuer;itra, a la mitad de su valor, los CYP2D1 hepático y 

cerebral han catanzado ~n promedio 3.5 mM de dextrometorfán, en 

Los valo~esict~~;lci°i,~;¡;'¡~¿lón de Vmax y Km, son contundentes. Se 

observa ufi'.;; rri~~Ci~JafiB¡a'a'cl:'del CYP2D1 hepático hacia dextrometorfán, 

3 y 75 veces mayC:ii1~i'.í~'~t:c:('p201 renal y cerebral, respectivamente. 

.. .·:,:·:< ·-...-.. ~:·.:·:->: .. \~ ··-:· -
La afinidad cÍel CYP2D1 hacia el dextrometorfán, se ve reflejada en 

el valor del factor de actividad. Se sabe que este parámetro es 

directamente proporcional a la tasa de metabolismo. Por lo que, en los 

tres tejidos estudiados, hay diferentes tasas metabólicas mediadas por 

CYP2D1, debido a procesos endógettos. Como es sabido en el hígado se 

llevan a cabo la mayor parte de las reacciones metabólicas; pero al 

hacer una comparación del tejido renal y cerebral se observa una mayor 

actividad en el primero, lo cual puede estar relacionada con la 

depuración que lleva a cabo este órgano, así como el metabolismo 

endógeno y presencia de nefrotóxlnas. 

Las diferencias en la actividad de diferentes CYP2D1 estu<!lados, 

pueden deberse a diferencias estructurales en la proteín la 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

presencia de isoformas de CYP2Dl, las cuales pudieran tener diferentes 

sitios catalíticos causados por alelos diferentes, en el mARN 

correspondiente. Otra posibilidad es una cantidad mayor de CYP2Dl en 

los microsomas hepáticos mas que.la calidad de la enzima. 
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CONCLUSIONES 

Capítufo 6. 

CONCLUSJ:ONES 

Las conclusiones de este trabajo de tesis, fueron: 

•:• El tejido hepático muestra una mayor actividad enzimática para 

CYP2D1. le sigue el renal y finalmente el cerebral. 

Conclusiones secundarlas. 

·=· En la :·validación- del método analítico para· la determinación de -- ·- . 

mlcroso"m¡;¡s, se encontró que este método es:_ ·· 

o Lineal en un Intervalo de concentraciones de 5 a 100 

µg/mL. 

o Preciso (repetible y reproducible), tanto en un mismo día 

como en varios, cuando el análisis es realizado por un 

mismo analista, dentro del mismo laboratorio y usando 

los mismos equipos. 

o Exacto, en el Intervalo de s a 100 µg/mL. 

·=· El método analítico para la cuantificación de dextrometorfán y 

dextrorfán, empleando un sistema cromatográfico 
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de alta resolución, fue optimizado, validado (de acuerdo a los 

parámetros de la NOM 177-SSA-1-1998), y aplicado a la 

cuantificación de estas moléculas en diferentes tejidos 

procedentes de rata de la cepa_ Wistar (tejido renal, hepático y 

cerebral). 

·:· La validación. del __ méi:oi:IC>fa~~ÜtíC:C>''P~~~ _ .• la cuantificación de 

:~1~~;1t~i;W~~f~~~~1i{~~~if~i~~l~lt~~9~1e~~t~co~.c1us1ones. 
o . Lineal;'- df;!ntro\' df;! ;, lln'' in~erva.lo E de., . • .. ncentraciones de 

o 

o 

o 

·o.oí25/¡;,.~2~''U9'1rril:;·t¡;;,,•;:;,,;t8e;{f~oir;'elcilfán; ···cómo para 

dexl:~<Jrrárí~ , 
0 

, / . , ;é: ' • • 

Pre¿iso (re;~oc:lucible y repetible), ~.:; ~no o varios días, 

con el. mismo· analista, en el .mismo .. lab~ratorio y usando 

el mismo equipo, para dextrometorfán y dextrorfán. 

Exacto, en un intervalo de concentraciones de 0.0125 a 

25 µg/mL, para dextrometorfán y dextrorfán. 

Estable. La muestra. procesada, de dextrometorfán y de 

dextrorfán es estable durante 15 horas. 

________________ 10_3----------~ 



CONCLUSIONES 

Sugerencia: 

•!• Para conocer la causa de las diferencias en la actividad del 

CYP2D1, es recomendable realizar el perfil enzimático, con la 

presencia de inhibidores competitivos; con esto se conocería si 

hay presencia de isoenzimas, basándose en el hecho de que la 

constante de Michaelis-Menten cambiarla su valor.(Km). 
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APENDJ:CES 

Apéndice 1. 

Resultados de la validación para dextrometorfán. 

- Linealidad del sistema para dextrometorfán. 
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- Linealidad del método para dextrometorfán 
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- Reproducibilldad del método para dextrometorfán. 

- Limite de cuantificación para dextrometorfán 
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- Recuperación absoluta para dextrometorfán. 

- Estabilidad de muestra procesada para dextrometorfán. 
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Apéndice 2. 

1 TESIS CON l 
FAT.I.A DE OIUg!~J 

Preparación de las muestras en la determinación de la actividad 

enzimática del CYP2Dl en tejido renal hepático y cerebral de rata. 

Muestras tejido renal. 
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- Muestras tejido hepático. 
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- Muestras tejido cerebral. 
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Apéndice 3. 

Resultados de concentración en la cuantificación de dextrorfán mediante 

CLAR. 

Tejido renal. 
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Tejido cerebral. 
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