UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“EFECTO DE LOS COMPUESTOS LQM 319 Y 328 CON POSIBLE ACTIVIDAD
ANTIHIPERTENSIVA, SOBRE LA CINETICA ENZIMATICA “IN VITRO” DE LA
ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA, ESTUDIADO EN UN

MICROARREGLO POR ELECTROFORESIS CAPILAR.”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A

JAZMIN ALVAREZ FLORES

ASESORES:
Dr. VICTOR HUGO ABREGO REYES.

M.en C. VICTOR HUGO VAZQUEZ VALADEZ

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEXICO, 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFES[ONALFS

o 1
L »
e ERVE
‘4.",;.'.. it i :
& Rl R e i

ASUNTO: VOTO AI’ROBA’[ ORIO
DRA. SUEMI RODRIGUEZ ROMO
DIRECTORA DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: L.A. ARACELI HERRERA HERNANDEZ
Jefa del Departamento de Exdmenes
Profesionales’de la FES Cuautitlan

Con base en el Art. 28 del Reglamento de Examenes Profesionales nos permitimos comunicar a

usted que revisamos la: TESIS
Efecto de los compuestos LQM319 y 328 con posible actividad antihipertensiva, sobre la cinética

enzimatica “in Vitro” de la Enzima Convertidora de Angiotensina, estudiado en un
microarreglo por electroforesis capilar

Que presenta la pasante: Jazmin Alvarez Flores '
Con nimero de cuenta: 30301110-1 para obtener el Titulo de: Quimica Farmacéutica Biologa

Considerando que dicho trabajo retne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 04 de Mayo de 2012.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE  Dra. Luisa Martinez Aguilar A }é Y
VOCAL M. en D. Ma. Esther Revuelta Miranda
. ; Vs
SECRETARIO  Dr. Victor Hugo Abrego Reyes /z/

ler SUPLENTE  QFB. Elia Granados Enriquez %Xé_
2do SUPLENTE  Dra. Elizabeth Pifién Segundo ?\f_z%‘“

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 120).
HHA/pm




Todos los viajes por muy largos que sean comienzan por el primer paso.
Proverbio Chino

Agradecimientos.

“Toda la vida tengo la misma dificultad que antes en expresarme clara y

i3

concisamente.

Charles Darwin

Primero que nada quiero agradecer a mi alma mater la Universidad Nacional
Auténoma de México, quien me acogio en su seno hace ya una década y me alimento
con todo lo que se, y me mostro todo lo que me falta aprender.

También quiero “gritar” que estoy orgullosa de pertenecer a la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan y a la generacién 2007-2011 (Gen 34) de la carrera de
QFB.

Quiero agradecer al Laboratorio de Quimica Medicinal; al Dr. Enrique
Angeles Anguiano al Dr. Victor Hugo Abrego Reyes y al M. en C. Victor Hugo Vazquez
Valadez por todo su apoyo.

Debo confesar que cuando comencé a escribir mi tesis sentia que lo que tenia
frente a mi era una tarea titanica y que no podria terminarla, pero descubri que no
estaba sola...

He aprendido a través de éste proyecto que aunque las dificultades parezcan
infinitas, puedo contar con el apoyo de todos mis profesores de la universidad quienes
siempre gentilmente me tendieron la mano para explicarme de forma paciente. En
recuerdo a ésta valiosa accion para mi, quiero ofrecerles mi tesis como
agradecimiento.

Ellos encendieron en mi la pasion por aprender, aunque como el fuego mismo
ésta se ha propagado por si sola.

Es para mi importante agradecer también a los miembros del jurado por sus
valiosas aportaciones.




Dedicatorias.

Ich widme meine Thesis fur Gott, meiner Familie und mich.

Quiero aprovechar ésta oportunidad de expresar lo que siento hacia las personas que
mas quiero y dedicarle mi tesis a los seres mas valiosos que existen para mi en el
mundo: mis padres y mis hermanos. Les ofrezco infinitas gracias por ser parte de mi
vida...

A mi mami Amada Flores Renovato, quien es la mujer mas inteligente, valiente y sabia
gue yo conozco, gracias a ti por acompafiarme en todo el trayecto de mi vida, por
ensefiarme a tener entereza, por ensefiarme a fijarme metas y a cumplirlas y apoyarme
en todo momento, asi como me haz acompafiado en todos los desvelos y me haz
asegurado firmemente que no hay algo que yo no sea capaz de hacer, toma mis triunfos
como tuyos.

A mi papéa (J. Jesus Alvarez Cervantes) quiero dedicarte mi tesis por que eres una
persona muy valiosa para mi, me haz acompafiado en todos los momentos de mi vida,
siempre me haz apoyado y haz sido un ejemplo firme de superacion a lo que pudiera
verse como adversidad, y me haz ensefiado a no tener miedo de los retos. jTe quiero
mucho papa!

Quiero dedicarle también mi tesis a mis hermanos: Azucena, Frederick y Ramiro
quienes en todo momento han sido un ejemplo a seguir a veces marcandome el trayecto,
ensefidandome a tomar decisiones, apoyandome cuando siento que algo es muy dificil y
estando siempre conmigo como un equipo incondicional. Los quiero mucho hermanos y
gracias por llenar de luz mi vida con su presencia.

También quiero dedicar éste proyecto a Jazmin Alvarez Flores por todas las noches de
desvelo en las que me acompafio, por ser paciente y tenaz ante los retos, por estudiar
tanto y dejar pendientes algunos privilegios de la vida para terminar con su carrera
universitaria.




Y finalmente aunque no por ello menos importante quiero dedicar éste proyecto a mis
amigos de la universidad como un gesto de carifio por estar presentes en mi vida.

Juan, Carolina, Samuel, Saray, Angel, Guadalupe, Isabel, Omar, Jey, Adrian, Daniel,
Jazmin, Leticia, Julio, Ivan, Luisa, Rodolfo, Jannine, Citlalli, Perla, Claudia,
Daniela, Mariana, Yesenia, Cristhian, Bianca, Tofio, José Oscar, Marijose, Ménica,
Miguel, Angie, Gina, Miriam y todos todos todos los demas.




Indice General.




Indice general. pagina

indice de tablas e imagenes VI
indice de abreviaturas X
Introduccion 1

1. Marco teorico 6

1.1  Desarrollo del metodo analitico, para la determinacion de la

cuantificacién de acido hipdrico (AH), como producto de la !
reaccion enzimitica (ECA-HHL).

1.1.1 Desarrollo del método analitico. 7

1.1.2 Evaluacion del desempefio del método analitico empleando la 9

quimiometria como herramienta.
1.1.2.1  Evaluacion del desempefio del método. 9
1.1.2.2  Quimiometria empleada como herramienta de 9
andlisis.
1.2  Electroforesis capilar aplicada para la determinacion de acido 10
hipdrico.

1.2.1 Concepto de Electroforesis Capilar. 10
1.2.1.1  Equipo de electroforesis capilar. 11
1.2.1.2  Proceso de separacion electroforético. 12
1.2.1.3  Componentes de la Electroforesis Capilar. 13

1.2.1.3.1 Buffer o electrolito soporte. 13

1.2.1.3.2 El capilar. 13

1.2.1.3.3 El flujo electroosmético. 13

12134 Ventajas del empleo de la electroforesis 14
capilar.

1.2.2 Técnica de microandlisis regulado electroforéticamente. 15

1.3 Estudio de la cinética enzimatica para la determinacion de la 15
inhibicion de la ECA.

1.3.1 Propiedades de las enzimas como catalizadores. 16

1.3.2 Especificidad de las enzimas. 17




1.3.3 Cinética bésica de las enzimas.
1.3.4 Bases de la catélisis enziméatica.
1.3.5 Cinética de reacciones con un sustrato.
1351 La ecuacion de Michaelis-Menten.
1.3.5.2  Representacion de los datos cinéticos.
1.3.6 Accion de Efectores sobre la actividad enzimatica.
1.3.6.1 Inhibicion competitiva.
1.3.6.2 Inhibicién incompetitiva.
1.3.6.3 Inhibicidbn no competitiva.
1.4  La hipertension arterial.
1.4.1 La presion arterial.
1.4.2 El sistema global de regulacion de la presion arterial.

1.4.3 Mecanismos regulatorios de la presion arterial.

1.4.4 Mecanismos hormonales para control rapido de la presion
arterial.

1.4.5 La meta Terapéutica Antihipertensiva.

1451 Los farmacos hipotensores-antihipertensivos.

1.45.2  Angiotensina e inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA).
1.45.3 Inhibidores de la ECA.

1.453.1 Mecanismo de la ECA y su sitio de accion.
14532 El captopril.
1.45.3.3 Compuestos LQM 319y 328.
2. Objetivos.
2.1  Objetivo general.
2.2 Objetivos particulares.
3. Hipotesis.

4. Material y métodos.

pagina
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
28
29
29
31
34
35
37
39
40
40
41
42
43
43
44

46




pagina

4.1 Material. 47
4.1.1 Curva de calibracion. 47
4.1.2 Cinética enzimatica. 47

4.1.3 Inhibicién de la ECA por el captopril y los LOM319 y

LQM328. 48

4.1.4 EQuipos. 48

4.1.5 Reactivos 48

4.2 Metodologia. 50

4.2.1 Meétodos. 51

4.2.2 Descripcion del método empleado para el desarrollo de la 51
curva de calibracion y la evaluacion de la misma.

4.2.3 Descripcion del método empleado para la determinacién de la 52

cinética enzimatica.

4.2.4 Descripcién del método empleado para la determinacion del 52
efecto del captopril y de los LQM319, LQM328.

424.1 Reaccion At-inlet. 53

5. Resultados Experimentales. 55

5.1  Resultados experimentales y discusion. 56

5.1.1 Resumende los resultados experimentales. 56

5.2  Curvas de calibracion. 57

5.2.1 Linealidad del sistema. 59

5.2.2 Precision. 64

5.2.3 Exactitud. 67

5.2.4 Repetitividad entre dias. 69

5.3 Cinética de la ECA con el HHL. n

5.3.1 Resultados experimentales de la cinética de la ECA con el 72

HHL determinados a partir de la produccion de ac. hiparico.
5.3.2 Andlisis del segmento de orden 1 de reaccion enzimatica de 73
la ECA con el HHL.
5.3.3 Andlisis de la relacion de la concentracion de ac. hipurico 74

producido en la reaccion enzimatica de la ECA.




pagina

5.3.4 Determinacién de los parametros cinéticos mediante la 76
ecuacion de lineweber &Burk.
5.4  Determinacion de la inhibicion de la ECA por los 77

compuestos captopril, LQM319 y LQM328.
5.4.1 Determinacion del % de inhibicion de la produccion de ac.

hipdrico en la reaccion enzimatica en presencia de 8
diferentes concentraciones de captopril.
5.4.2 Determinacion de la cantidad de &c. hipdrico producido en 80
la reaccion enzimatica en presencia de diferentes
concentraciones de captopril.
5.4.3 Determinacion del porcentaje de inhibicién (% de
inhibicion) de la produccidn de &c. hipdrico en la reaccién 81
enzimatica en presencia de los compuestos LQM319 y
LQM328 usando como referencia una concentracion de
captopril de [25.5]mM.
6. Conclusiones. 84
7. Perspectivas. 86
8. Referencias. 88
93

9. AnNexos.




Indice de tablas e imagenes.

\




Indice de imagenes y tablas.

Imagen 1. Esquema general de la experimentacion.
Imagen 2. Sistema general del equipo de EC.
Imagen 3. Proceso de separacion electroforética.

Imagen 4. Rapidez inicial de la reaccion en funcion de la
concentracion del sustrato.

Imagen 5. Inhibicion competitiva.
Imagen 6. Inhibicién incompetitiva a acompetitiva.
Imagen 7. Inhibicion no competitiva.

Imagen 8. Esquema del estudio del control inefectivo de la
hipertensidn en la poblacion.

Imagen 9. Esquema del estudio de las enfermedades causadas por
la hipertension.

Imagen 10. Sistema Barorreceptor.

Imagen 11. Sistema renina-angiotensina.

Tabla a. Clasificacion farmacoldgica de los antihipertensivos.
Imagen 12. Estructura de la proteina de la ECA.

Imagen 13. Estructura de la proteina de la ECA.

Imagen 14. Estructura del Captopril.

Imagen 15. Estructuras de los compuestos LQM 319 y 328.

Tabla b. Modificaciones hechas para el desarrollo de Ilas
condiciones finales.

Imagen 16. Esquema de los diferentes tipos de inyeccion.
Tabla 1. Resultados generales.

Tabla 2. Resultados de las estadisticas de regresion para la
determinacion de la linealidad del sistema

Tabla 3. Tabla del andlisis de varianza para la determinacion de la
linealidad del sistema.

pagina

11

12

21

23
25

25

27

28

30
33
35
38
39
41
41

52

54

57

60

60

Vil




Tabla 4. Resultados de las estadisticas de regresion para la
determinacion de la linealidad del sistema.

Tabla 5. Tabla del anélisis de varianza para la determinacion de la
linealidad del sistema.

Tabla 6. Resultados de las estadisticas de regresion para la
determinacion de la linealidad del sistema.

Tabla 7. Tabla del andlisis de varianza para la determinacion de la
linealidad del sistema.

Tabla 8. Tabla para la determinacion de la precision mediante
intervalos de confianza.

Tabla 9. Tabla para la determinacion de la precision mediante
intervalos de confianza y andlisis de varianza.

Tabla 10. Tabla para la determinacion de la precision mediante
intervalos de confianza y andlisis de varianza.

Tabla 11. Tabla para la determinacion de la precision mediante
intervalos de confianza y analisis de varianza.

Tabla 12. Resumen del andlisis de varianza de un solo factor.
Tabla 13. Andlisis de varianza.

Tabla 14. Determinacion de la repetitividad entre dias.

Tabla 15. Resumen del andlisis de la repetitividad entre dias.

Tabla 16. Andlisis de varianza, resumen del analisis de la
repetitividad entre dias.

Tabla 17. Area obtenida de HA en funcion del tiempo en la
cinética de la ECA en presencia de HHL sin presencia de
inhibidor.

Tabla 18. Cinética enzimatica. Valor promedio de las areas en
funcion del tiempo.

Tabla 19. Concentracion de HA como producto de la reaccion
enzimitica entre la ECA y el HHL determinda mediante la
ecuacion de la curva de calibracion 1.

Tabla 20. Parametros para la elaboracion de un grafico de
lineweber & Burk.

Tabla 21. Parametros obtenidos de la cinética enzimatica.

Pagina

62

62

64

64

65

66

66

68

68
69
69

71

71

72

73

75

76

77

Vi




Tabla 22. % de inhibicion de la produccion de HA en funcion
de la concentracion de captopril.

Tabla 23. Produccion de HA en funcion de la concentracion de
captopril. *

Tabla 24. Porcentaje de inhibicion de los compuestos: captopril,

LQM319 y LQM328 a una concentracion [25.5]nM frente a la
ECA.

pagina

79

80

82




Indice de Abreviaturas.




Indice de Abreviaturas.

HT Hipertension arterial

EC Electroforesis Capilar

ECA Enzima Convertidora de Angiotensina
EMMA Microanalisis Regulado Electroforéticamente.
LQM Laboratorio de Quimica Medicinal.
HPLC Cromatografia Liguida de alta resolucion.
ECV Enfermedades Cardiovasculares.

UNAM Universidad Nacional Autbnoma de México.
ECZ Electroforesis Capilar de Zona.

pH Potencial de Hidrégeno

uv Ultravio leta

C Concentracién molar de analito

Z Carga del analito

I Intensidad de corriente

E Voltaje en voltios

R Resistencia en ohmios

FEO Flojo electroosmético

\Y/ Velocidad el analito

U Movilidad electroforética

E Campo eléctrico

q Carga del analito

n Viscosidad del analito.

r Radio molecular

I Longitud efectiva del capilar al detector
L Longitud total del capilar

t Tiempo de migracién

P Producto de reaccion

S Sustrato de la reaccion enzimatica.

ES Complejo enzima-sustrato

k Constante cinética de reaccion

km Constante de Michaelis-Menten

Vmax Velocidad maxima de reaccion

CNS Sistema nervioso central

All Angiotensina |l

ECV Enfermedades Cardiovasculares

DIU Diuréticos tiazidicos

BBL Beta bloqueadores

CCA Calcio antagonistas

IECA Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
ARAII Antagonistas Receptores de la Angiotensina II.
HAD Hormona antidiurética

RAS Sistema Renina-Angiotensina

X Valor promedio

S Desviacion estandar

CVv Coeficiente de variacion

r? Coeficiente de determinacion

r Coeficiente de correlacion

Yi Residuos

Xl




HA

ICH

Nivel de significancia

Micromolar

Acido hipdrico

Temperatura

Consejo Internacional de armonizacion.

Xl




Introduccion.

(1




Introduccion.

La hipertension (HT) es un fendmeno que genera un incremento en la tensién
sobre la pared de los vasos sanguineos frente a la cual éstos responden aumentando su
grosor, lo cual repercute negativamente sobre la circulacion de la sangre; (Martinez,
2003) ésta ha sido denominada como asesino silencioso, porque ocasiona dafios
considerables a vasos sanguineos, corazon, encéfalo y rifiones, antes de que se produzca
dolor u otros sintomas apreciables (Tortora, 2005).

La HT se ha incrementado de forma importante, y se ha convertido en un
problema de salud pdblica (Morales-Suarez-Varela M. M.-E., 2010).

El desarrollo y la investigacion en el area farmacéutica, es de trascendental
importancia por su especial valor social, en el que intervienen numerosos profesionistas,
asi como instituciones  de investigacion, hospitales, empresas y organizaciones
gubernamentales. En México y el mundo las enfermedades cardiovasculares son una de
las principales causas de fallecimientos que contribuye a la mortalidad por la

hipertension arterial.

La hipertension arterial (HA) es una de las enfermedades cronicas que afecta a
mas del 30% de la poblacion mundial y su presencia se reconoce como factor de riesgo
de enfermedades cardiovasculares (ECV). (Mendoza, 2008)

El estudio de la hipertensién arterial como problema de salud, ha existido desde
hace ya varias décadas, éste interés esta relacionado con los datos derivados de estudios
epidemioldgicos, de prevalencia que indican que una de las enfermedades de mas
elevada incidencia dentro de la poblacion, incluso en personas jovenes es la
hipertension arterial. (Canino de Lambertini, 1997) La hipertension arterial como tal
hay que caracterizarla como una patologia que crea un problema sanitario de masas.
(Hergueta, 2002)

Por lo tanto, el interés por la investigacion de los inhibidores de la ECA
se ha incrementado en los Ultimos afios. (Bonesi, 2010) La UNAM a través del
Laboratorio de Quimica Medicinal dirigido por el Dr. Enrigue R. Angeles Anguiano

contribuye con éste estudio al avance de la salud.
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El inicio de ésta linea de investigacion surge entre 1983 y 1985 Stout y sus
colaboradores estudiaron las propiedades antiarritmicas de la changrolina, encontrando
gue la estructura de un 2,6-bis(pirrolidin-1-il-metil)fenol tetrasustituido presentd la
mejor actividad antiarritmica. En 1991 Gléwka y colaboradores confirman lo

establecido anteriormente. (Velazquez Séanchez , 2007)

En la Facultad de esdudios Superiores Cuautitlan en el Laboratorio de Quimica
Medicinal (LQM) se propuso sustituir los grupos pirrolidinicos por otros heterociclos
como morfolina, tiomorfolina y piperidina, encontrando que la serie de entrenamiento
iniciada con siete compuestos, por la Dra. Luisa Martinez, tenia propiedades no solo
antiarritmicas, sino antihipertensivas en el modelo de rata anestesiada, lo cual confirmé
lo que inici6 Stout en 1985 al incluir también piperidina y morfolina en la estructura de
las moléculas estudiadas. (Velazquez Sanchez , 2007) Algunos de los compuestos
sintetizados fueron los LQM319 y LQM328 metiltiomorfolinfendlicos derivados del
fenol, tiomorfolina y formaldehido, para medir su efecto antihipertensivo (Velazquez,
2008) y hacer una comparacion de su actividad con el captopril, sobre la ECA,

determinada mediante electroforesis capilar (EC) como ya se ha mencionado.

Desde siempre los cientificos que trabajan con material bioldgico han tenido la
necesidad de separar y examinar las propiedades de moléculas con peso molecular alto,
una de las técnicas de separacion mas utilizadas en la actualidad es la EC, su mayor area

de impacto esta vinculada con el andlisis de biomoléculas (Castillo, 2005).

Las enzimas como la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) son
polimeros biologicos que catalizan las reacciones quimicas que hacen que la vida sea
posible, algunos desequilibrios en la actividad enzimatica se atienden mediante agentes
farmacoldgicos que inhiben enzimas especificas, el sistema renin-angiotensina participa
en la regulacion de la presion arterial (Harper, 2007 ). Por lo que en el presente trabajo
se determinard la inhibicion de la ECA en presencia de los compuestos LQM319 vy
LQM328 mediante una técnica de EC conocida como microandlisis regulado
electroforéticamente  (EMMA, por sus siglas en inglés: electrophoretically mediated

microanalysis), que ha sido exitosamente aplicada para reacciones enzimaticas en linea.

EMMA, es decir el método analitico empleado utiliza las diferentes movilidades

electroforéticas, de la enzima, el sustrato y el producto, para iniciar la reaccion dentro
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del capilar y separar cada uno de los componentes para la cuantificacion final (Van
Dyck, 2003).

En la literatura se reportan diferentes métodos cromatograficos para la
determinacion del acido hipdrico como producto de la reaccion enzimatica de la ECA
con el sustrato Hippuryl-L-histidyl-Lleucina (HL) (Mehanna, 1999). También se han
desarrollado muchos métodos para ensayos espectrofotometricos y se han hecho
algunos ensayos para HPLC, pero se ha observado mediante éstos, que el &cido hipurico

no puede ser completamente separado de la reaccion enziméatica, (Van Dyck, 2003).

La técnica de electroforesis capilar (EC) fue elegida entre otras técnicas como
el HPLC y la espectrofotometria por presentar algunas ventajas como el que los tiempos
de andlisis sean cortos en comparacion con otras técnicas, que los picos presenten
buenas resoluciones, el gasto de disolventes, aditivos Yy demas reactivos sea minimo,
por lo que la cantidad de muestra va de nL a pL y el valor de las columnas
cromatogréaficas por ejemplo es mucho mayor que el de un capilar; ademas de que los
costos de éstos analisis son bajos y los dafios al ambiente sean casi nulos ya que no hay

generacion de reactivos toxicos.

La determinacion de la actividad de la ECA representa un parametro (til en el
estudio de diferentes patologias de la salud, como la hipertension; la ECA o dipeptidyl-
dipeptidasa (Sentandreu, 2006), es una dipeptidil carboxilasa relativamente no selectiva,

que acepta varios sustratos (Novakova, 2003).

El sustrato empleado en el presente estudio fue hipuril-histidil-leucina (HHL), el
cual también es conocido como N-Benzoyl-Gli-His-Leu, éste es un sustrato sintetizado
por la empresa Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V. es un tripéptido que es
transformado por la ECA en histidil leucina y acido hipurico.

ECA
hipuril-histidil-leucina histidil-leucina + acido hiparico.

La actividad de la ECA fue determinada por el producto de reaccion &cido
hiparico AH a una A 230 nm; de acuerdo con los datos del proveedor (Sigma-Aldrich
Quimica, S.A. de C.V.) bajo las siguientes condiciones impuestas, 1u ECA produce 1.0
pmol de AH del HHL por min en 50 mM de HEPES y 300 mM NaCla -20 °C.
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El inhibidor de la ECA empleado fue el captopril, que es un antihipertensivo y
cuyo mecanismo “in vivo” es inhibir a la ECA impidiendo que se forme AIl y que por
lo tanto haya una disminucion de la presion arterial, en el presente estudio el captopril
inhibiria a la ECA impidiendo que se lleve a cabo la reaccion enzimitica para la
produccion de HA. Actualmente el efecto de los compuestos LQM300’s ha mostrado
efectos hipotensores antihipertensivos y vasodilatadores por lo que se espera que éstos

tengan un efecto parecido al del captopril.

La técnica empleada para la determinacion de la actividad de la ECA en
presencia de los LQM319, LQM328 y el captopril, fue la electroforesis capilar. La
electroforesis es la migracion de iones presentes en una disolucion por influencia de su
campo eléctrico, bajo una relacion carga/masa (Harris, 2002). La EC es una herramienta
analitica, y una técnica poderosa que es ampliamente utilizada en la actualidad,
presenta una gran resolucion en las separaciones, tiene tiempos de analisis cortos y

utiliza cargas de concentraciones muy pequefias.

Una caracteristica propia de la EC es el hecho de puede desarrollarse en
soluciones libres, esto implica que en el capilar la herramienta de separacion también
puede ser usada como un pequefio recipiente de reaccion, de ésta forma los diferentes
pasos del ensayo (reaccidn, separacion y cuantificacion) pueden ser combinados en un

ensayo automatizado, a microescala (Van Dyck, 2003).

La finalidad de éste proyecto es contribuir en la investigacion y el desarrollo de
nuevos farmacos antihipertensivos; en el mercado ya existen diferentes medicamentos
con diversos mecanismos de accion que son eficientes para reducir la presion sanguinea
como los inhibidores de la ECA que bloquean la formacion de angiotensina 1l 'y con
ello promuevan la vasodilatacion e inhibicion de la liberacion de la aldosterona
(Tortora, 2005). Sin embargo muchos de éstos farmacos ya existentes pueden presentar
reacciones adversas desfavorables (Velazquez, 2008), es por ello que en el Laboratorio
de quimica medicinal se trabaja arduamente en el desarrollo de compuestos que

pudieran tener una accion terapéutica antihipertensiva.
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1. Marco teorico.
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1.1 Desarrollo del método analitico, para la determinacion
de la cuantificacion de &cido hipurico (AH), como producto

de la reaccion enzimatica (ECA-HHL).

1.1.1 Desarrollo del método analitico.

La primera fase experimental de la investigacion consisti6 en el desarrollo de
un método analitico que fuera capaz de cuantificar al &cido hipdrico (AH), que es el

producto de la reaccién enzimatica de la ECA con el HHL:

ECA
hipuril-histidil-leucina histidil-leucina + acido hipurico.

De acuerdo con la “Guia para la industria de la validacion de métodos
bioanaliticos” un método es la descripcion exhaustiva de los procedimientos usados en
el andlisis de una muestra. (U.S. Department of Health and Human Services; Food and
Drug Administration; Center for Drug Evaluation and Research (CDER); Center for
Veterinary Medicine (CVM); , 2001)

Un quimico analitico debe escoger o desarrollar estos procedimientos para
realizar una medicion cuantitativa o cualitativa de un analito en cuestion, en éste caso el

analito es el ac. hipurico.

Para el desarrollo de dicho método se hizo una revision de la literatura, en la
que se encontrd que Sigrid Van Dick habia realizado investigaciones previas en las que
se empleaba la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en presencia de inhibidores
como el captopril, el lisinopril y el perindoprilat entre otros; en sus articulos ellos
describen las condiciones empleadas en sus investigaciones, asi como los resultados que
obtuvieron. (Van Dyck, 2003) De ésta literatura fueron tomadas las condiciones
iniciales para los andlisis exploratorios, y con base en los resultados obtenidos de estos
analisis el método se fue adecuando y fue aplicado a los compuestos del Laboratorio de

Quimica Medicinal.
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En el desarrollo de éste método analitico se debieron tomar en cuenta todas las
condiciones de andlisis que afectaban la respuesta analitica para asi obtener una
respuesta confiable, para ello se procedieron a hacer mdlkiples anlisis exploratorios en
los que se variaron las condiciones experimentales. Estas variaciones incluyeron la
preparaciébn de la muestra, la temperatura de conservacion de los analitos, la
concentracion de NaCl en el buffer, la concentracion de los buffers de corrida y de

muestra, el largo del capilar, el lavado del capilar el tiempo de inyeccion vy el voltaje.

El buffer empleado en el presente trabajo de investigacion fue el HEPES (Acido
[N-2-hidroxietilpiperazina-N -2-etanosulfonico]) el cual presenta un pka= 7.55 y por lo

tanto tiene un intervalo de amortiguacion de aproximadamente entre 6.5-8.5

El desarrollo del método consistié en cuatro fases generales:

Desarrollo del

Desarrollo de Evaluacion del Desarrollo de la método de la
desempefio de o 2 Y,
una curva de y cinética determinacion
libracion los pardmetros enzimatica del
ca : calibracién. : elElEr .,
inhibicion.
— J W 4 e A = -

Imagen 1. Esquema general de la experimentacion.

En cada una de las fases se obtuvieron resultados; de los cuales se seleccionaron
los Optimos, que arrojaban la mayor respuesta analitica. El area obtenida en los
electroferogramas que correspondia a una determinada concentracion de acido hipurico
era dicha respuesta analitica, y por ende lo que se pretendia en cada fase de la
experimentacion, era obtener la mayor area posible de &c. Hipurico que perteneciera al

intervalo de la curva de calibracion.

Una vez que fueron fijadas las condiciones de andlisis se procedio a hacer una
seric de repeticiones experimentales o ‘“ensayos” con el fin de obtener evidencia

estadistica de la reproducibilidad de los resultados experimentales.
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1.1.2 Evaluacion del desempefio del método analitico empleando

la quimiometria como herramienta.

1.1.2.1  Evaluacion del desempefio del método.

Durante el desarrollo del método se obtuvieron una gran cantidad de resultados

que debieron ser analizados mediante un analisis estadistico.

Las medidas experimentales conllevan cierta variabilidad, de modo que no se
puede sacar ninguna conclusion con certeza. La estadistica proporciona los medios para
aceptar conclusiones que tienen una alta probabilidad de ser correctas y de rechazar las

conclusiones que no lo son. (Harris, 2002)

Para verificar el desempefio de un método analitico existen diferentes guias de
validacion de los métodos analiticos que pueden ser aplicadas a ya sea a la industria 0 a
la investigacion. Los parametros aceptados dependeran de diversos factores como son el
instrumento empleado, la aplicacion que se le dara al método, y de la fase de desarrollo

del método.

1122 Quimiometria empleada como herramienta de analisis.

Una vez que el método analitico para la determinacion de &cido hipurico fue
desarrollado se emplearon como ya se menciond, técnicas estadisticas para el analisis de
los resultados experimentales y la extraccion de informacion de dichos resultados. Para

ésta fase se empled la quimiometria.

La quimiometria es una disciplina metrolégica, que aplica conocimientos
matematicos especialmente estadisticos, a procesos quimicos, para extraer de los datos
experimentales la mayor cantidad posible de informacion y extender el conocimiento
del sistema quimico. Ademas para que éste conocimiento sea Optimo se debera
discriminar entre la informacion relevante y aquella que es de menos interés. (Mongay
Fernandez, 2005)
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1.2 Electroforesis capilar aplicada para la determinacién
de 4cido hipdarico.

En la literatura se reportan estudios previos de la cinética de la ECA en
presencia del HHL por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Mehana S. &
Dowling, 1999), en dichos estudios se hace énfasis en la dificultad de la cuantificacion
del acido hipurico, ya que éste no puede se completamente separado del sustrato
mediante una extraccion con solvente correspondiente a la técnica de HPLC. Ademés la
mayoria de estos métodos consumian una cantidad relativamente alta de los reactivos de

enzima Y sustrato.

De la misma forma se reportan estudios realizados por electroforesis Capilar de
Zona (ECZ) (Van Dyck, 2003), de acuerdo con la literatura ésta técnica presentaba
ventajas sobre el HPLC como el que el acido hipurico pudiera ser separado del sustrato
y que el consumo de enzima y de sustrato fuera en menor cantidad; esto Ultimo como
consecuencia de que la reaccién enzimatica podia llevarse a cabo en linea dentro del
capilar antes de que se llevara a cabo la separacion electroforética de la reaccion
enzimitica. Se eligio la técnica de EC, la cual brinda resultados reproducibles, y

menores costos de reactivos.

A continuacién se describirdn algunos conceptos basicos para la compresion de

los fundamentos de ésta técnica analitica.

1.2.1 Concepto de Electroforesis Capilar.

Una de las técnicas de separacion mas utilizadas en la actualidad es la
Electroforesis Capilar (EC). Su mayor area de impacto esta vinculada con el analisis de
biomoléculas, apoyando asi a un sin nimero de areas y permitiendo resolver gran
variedad de problemas analiticos. (Castillo, 2005) El empleo de capilares para la
separacion de sustancias neutras o iones cargados eléctricamente, aparecié en 1967, mas
adelante en 1980 se emplearon técnicas mas avanzadas en la obtencion de capilares de

silica fundida asi es como fue el lanzamiento de la EC. (Castagnino, 2000)

El término de electroforesis es empleado para describir la migracion de
compuestos cargados bajo la influencia de un campo eléctrico y de un pH establecido

por una solucion buffer. Al emplear ésta técnica uno de los objetivos es no dafiar o
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modificar de marea significativa las propiedades de las moléculas, con ello se

contribuye a mejorar el equipo y el desarrollo de las técnicas experimentales.

1.2.1.1  Equipo de electroforesis capilar.

Las partes bésicas de dicho sistema son un par de electrodos, una fuente de

poder y un medio conductor.

Sistema de termostatizacion

\ Detector
r 1
Capilar g . /

enrrollado_ |
i
Anodo ! : Cétodo

Electrodo &
Tampén — Muestra

. — .

: / Fuente de p :
V'a' de en“ada d'lnl?l]td(l(5|1 Vla' de Sahda

Imagen 2. Sistema general del equipo de EC. (Sierra Alonso, Pérez Quintanilla,
Gomez Ruiz, & Morante Zarcero, 2010)

Como se puede observar en la imagen 1 un sistema de EC consiste basicamente en las

siguientes partes basicas:

e Dos electrodos (&nodo y catodo)

e Fuente de poder.

e Deposito (viales) donde se colocan los electrodos y el electrolito soporte
respectivamente.

e Capilar (compartimiento donde se lleva a cabo la separacion)
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e Un sistema de enfriamiento del capilar (tipicamente en la forma de conveccion
de aire forzado o de liquido)
e Un sistema que introduce la muestra.

e Un detector.

1.2.1.2  Proceso de separacion electroforético.

El proceso electroforético es el fendbmeno que se lleva a cabo cuando las
especies cargadas (iones) se separan y migran bajo la influencia de un campo eléctrico.
La separacion se dara en funcion de una relacion carga masa como se puede observar

en la siguiente imagen.

Capilar
Direccidn 9
del flujo &

i Citodo

Medio | liquido

o

Fuente de
alimentacidn

Imagen 3. Proceso de separacion electroforética. (Sierra Alonso, Peérez

Quintanilla, Gomez Ruiz, & Morante Zarcero, 2010)

Como se puede observar en la Imagen 2 todas las moléculas que sean ionizables
como los aminoacidos, los péptidos, las proteinas y los acidos nucleicos se presentan
con carga eléctrica cuando estan en disolucion bajo el efecto de un pH definido por un
buffer. La caraga puede ser positiva formando cationes (+) 0 negativa formando

aniones (-). Ademas se presenta otro factor que contribuye a la separacion entre
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moléculas que presentan la misma carga, ya que si su masa es diferente estas se

separaran diferencialmente también

1.2.1.3  Componentes de la Electroforesis Capilar.

1.2.1.3.1 Buffer o electrolito soporte.

La sensibilidad de FEO al pH requiere buffers que mantengan el pH constante.
El pH determina las especies quimicas predominantes de los analitos con propiedades
acido-base, por lo que afecta a la velocidad de migracion de los compuestos ademas de
proporcionar un medio conductor. Los sistemas buffers efectivos tienen un rango de

aprox. 2 unidadesde pH alrededor del valor del pKa. (Castagnino, 2000)

Como ya se menciond al inicio el buffer empleado en el presente trabajo de
investigacion fue el HEPES (Acido [N-2-hidroxietilpiperazina-N -2-etanosulfonico]) el
cual presenta un pk,= 7.55 y por lo tanto tiene un rango de amortiguacion de
aproximadamente entre 6.5-8.5

12132 El capilar.

Puede ser de distinta naturaleza: vidrio, silice fundida o teflon. Recientemente
también de otros materiales tales como el polipropileno y el nailon han sido utilizados.
Comlnmente se usan aquellos de silice fundida porque ésta posee una excelente
transparencia a la radiacion ultravioleta (UV) y visible (VIS). Ademds son quimica y

eléctricamente inertes y baratos (aproximadamente $600.00 pesos/m lineal).

1.2.1.3.3 Flujo electroosmético.

Es un constituyente fundamental de la EC es el llamado FEO. El flujo se origina
por la presencia de un campo eléctrico en una solucidn con iones disueltos, cuando

entra en contacto con un electrolito con una superficie solida cargada.
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El flujo electroosmético puede describirse como el movimiento relativo de un
liquido con respecto a una superficie cargada bajo la accion de un campo eléctrico. Este
se puede explicar mediante la teoria de de la doble capa, en la cual la interfaase entre un
solido y un liquido se puede formar una doble capa debido a dos fendmenos distintos. A
la adsorcién especifica de iones de la disolucion sobre la superficie sélida o bien a que
la superficie solida por su naturaleza se ioniza al estar en contacto con la disolucion.
(Moronte Zarcero & Sierra Alonso, 2008)

Los iones presentes en el sistema bajo la influencia del voltaje aplicado son
desplazados hacia el catodo de acuerdo a su carga y arrastran disolvente con ellos dada
su solvatacion, originando asi el llamado flujo electroosmoético. ElI FEO llega a ser
significativo a pH mayor de 4. Se presume que resulta de la adsorcion de aniones a la
superficie de la pared capilar. La magnitud del FEO varia con el pH. A valores mas
altos de pH hay mas grupos silanol ionizados. Dependiendo de las condiciones

especificas, el FEO puede variar mas de un orden de magnitud entre pH 2y 12.

Los contraiones en la mayoria de los casos cationes, se localizan cerca de la
superficie para mantener el balance de carga, forman una doble capa y crean un
potencial muy cerrado a la pared. Estre potencial que se origina entre la pared del
capilar (grupos silanol ionizados) y los contraiones del electrolito soporte es
denominado potencial z. El potencial Z depende de la fuerza ionica del buffer, el
incremento de la fuerza ibnica comprime la doble capa, originando una disminucion del
potencial zy del FEO. (Castillo, 2005)

Un bereficio del FEO es provocar movimiento a todas las especies,
prescindiendo de la carga, en la misma direccion. Bajo condiciones normales cuando la

superficie del capilar esta cargada negativamente, el flujo va del anodo al cétodo.

1.2.1.34 Ventajas del empleo de la electroforesis capilar.

Esta técnica se caracteriza por su alta eficiencia de separacion, su rapidez, asi
como el bajo consumo de reactivos y disolventes organicos. Estos factores son muy

importantes ya que influyen sobre la productividad y el costo de los andlisis. Las
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diferencias variantes de la EC permiten resolver gran variedad de problemas analiticos,

al hacer posible el analisis de una gran variedad de moléculas. (Castillo, 2005)
Sus principales ventajas son:

e Alta resolucion.

e Alta eficiencia de separacion.

e Corto tiempo de analisis.

e Pequefias cantidades de muestra.

e Separacion de varios tipos de analitos.

e Gran gama de mecanismos que proporcionan una separacion selectiva.

1.2.2 Tecnica de microanalisis regulado electroforéticamente.

En ésta técnica el capilar puede ser empleado como un pequefio recipiente de
reaccion, de ésta forma los diferentes pasos del ensayo (reaccion separacion y
cuantificacion) pueden ser combinados en un ensayo automatizado a microescala. (Van
Dyck, 2003) Como ya se ha mencionado con anterioridad la EC ha sido exitosamente
aplicada para las reacciones enzimaticas en linea por el microandlisis regulado
electroforéticamente. (EMMA)

EMMA utiliza las diferentes movilidades electroforéticas de los analiticos, en
éste caso la enzma, el sustrato y el producto, para iniciar la reaccion dentro del capilar y

separar a cada uno de los componentes para la cuantificacién final. (Van Dyck, 2003)

1.3 Estudio de la cinética enzimatica para la

determinacion de la inhibicion de la ECA.

Una vez que fue obtenido un método para la cuantificacion de &cido hipurico,

que es el producto de la reaccion enzimatica entre la ECA y el HHL, era conveniente
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hacer una serie de analisis exploratorios en los que pudiera ser medida una
concentracion de &cido hipdrico que estuviera contenida en el rango de la curva de
calibracion. Dado que el 4cido es el producto de la reaccién enzimatica, se siguid una

cinética para monitorear su concentracion.

Los anlisis exploratorios serian primeramente obtener la maxima produccion de
acido hipurico en un tiempo de reaccion correspondiente, posteriormente obtener la
concentracion a la cual se da el efecto ya conocido de inhibicion por el captopril y
finalmente la determinacion del efecto producido por los compuestos LQM319 vy

LQM328 a la misma concentracién de referencia empleada con el captopril.

Para la comprension de ésta fase experimental es conveniente conocer los

siguientes conceptos relacionados al estudio de los enzimas.

Las enzimas incrementan la velocidad de la reaccion disminuyendo la energia de
activacion; la energia de union, derivada de numerosas interacciones débiles entre la
enzima y el sustrato, es la fuente del incremento de la velocidad de reaccion. El
equilibrio de una reaccion es dependiente de la diferencia de la energia libre entre
sustrato y productos; la posicion del equilibrio no esta influenciada por la presencia de

la enzima. (Garzon , 2006)

Otra propiedad importante de las enzimas es que, a diferencia de la catélisis
quimica, su actividad catalitica a menudo puede regularse mediante iones o moléculas
pequefias. (Scragg, 1997) En éste caso la ECA es dependiente de la presencia de NaCl

en solucion acuosa, y se hablara de ella con més detalle posteriormente.

1.3.1 Propiedades de las enzimas como catalizadores.

Uno de los primeros y grandes avances en bioquimica, fue el descubrimiento de
que las enzimas se unen en forma transitoria a los sustratos, resultado de la
investigacion de la cinética enzimética. (Horton, Moran, Scrimegeour, & Perry , 2008)
Una enzima es un catalizador biologico, y como todos los catalizadores, las enzimas

aumentan la rapidez de una reaccion quimica sin sufrir un cambio quimico permanente
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en si mismas. Un catalizador influye en la rapidez de esta pero no afecta el equilibrio de
ésta. (Scragg, 1997)

Las enzimas, sin embargo, exhiben muchas propiedades que difieren de las

mostradas por los catalizadores en general. Las tres mas importantes son:

1. Sualto poder catalitico.
2. Su especificidad.
3. La capacidad para regular su actividad catalitica mediante diversos compuestos

de origen natural.

1.3.2 Especificidad de las enzimas.

Aungue los enzimas estan formados por grupos quimicos prostéticos que se
comportan de una forma natural, la catélisis por enzimas difiere de la catalisis ordinaria
en importantes aspectos. Los grupos reactivos de los enzimas estdn espaciados segin
posiciones muy definidas, y asi ésta especificidad geométrica permite un mas alto grado
de control sobre el proceso catalitico que el observado por catalizadores ordinarios.
(McGilvery, 1977)

De ésta misma forma se dice que la enzima esta construida para reaccionar con
sustratos  particulares, su especificidad geométrica determina la especificidad de

sustrato.

1.3.3 Cinética basica de las enzimas.

El estudio de la cinética enzimdtica puede producir mucha informacion
importante, particularmente cuando se combina con otras técnicas, relacionadas con el
mecanismo de accién de una enzima, la forma en que responde una enzima a cambios
fisioldgicos en la concentracion de sustrato y como puede controlarse o regularse la

actividad de una enzima bajo condiciones fisiologicas.
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La velocidad de una reaccion catalizada por un enzima, como cualquier otra

reaccion quimica, se puede medir por:

1. Una técnica de muestreo discontinuo. (a diferentes intervalos de tiempo,
parando la reaccion)

2. Una técnica de observacion continta. (espectrofotométricamente)

Sin importar el tipo de ensayo, es necesario tomar las precauciones siguientes

para obtener datos confiables:

1) Los componentes del sistema de ensayo deben ser de la més alta pureza posible.

2) La preparacion de la enzima debe estar libre de compuestos que inhiban o
interfieran con las actividades enziméaticas.

3) La enzima, el sustrato(s) y el(los) producto(s), deben ser estables el tiempo que
dure el ensayo.

4) El pH y la temperatura deben mantenerse constantes mediante el uso de
soluciones amortiguadoras y termostatos, ya que estos factores afectan
marcadamente la rapidez de reaccion.

5) La rapidez de reaccion medida debe ser constante durante el ensayo y debe ser
proporcional a la cantidad de enzima adicionada.

6) Debe medirse la rapidez inicial de la reaccion para evitar cambios notables en la

concentracion del sustrato, inhibicion del producto o que se invierta la reaccion.

La velocidad de la rapidez de la reaccién dependera de las condiciones de
reaccion, la temperatura y el pH deben mantenerse constantes, la concentracion de
reactivos primarios y secundarios y los cofactores deben estar en exceso para llegar a las

condiciones 6ptimas para la accion enzimatica. (Morris, 1975)

1.3.4 Bases de la catalisis enzimatica.

El contenido de energia de las moléculas en una poblacidn sigue una curva de
distribucion. Sélo aquellas moléculas con una energia suficientemente alta tienen la
posibilidad de reaccionar para formar el producto. Para hacer que la reaccion proceda

con mayor rapidez debe elevarse el contenido de energia de toda la poblacion. Esto se
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podria lograr al calentar la mezcla o mediante la adicion de un catalizador. En efecto los
catalizadores disminuyen la energia de activacion de la reaccion a permitir que una

poblacién mucho mayor reaccione a cualquier tiempo.

El catalizador puede lograr lo anterior al formar un complejo o compuesto
intermediario inestable con el sustrato, el cual se descompone rapidamente para formar
el producto, con lo que se obtiene una ruta de la reaccion a traves de la barrera, es decir
de la energia de activacion. La reaccion procede con una mayor rapidez cuando ha sido
disminuida la energia de activacion, sin embargo como no hay diferencia en el
contenido de energia relativa en las reacciones catalizadas y no catalizadas, el punto de

equilibrio es el mismo. (Scragg, 1997)

1.3.5 Cinética de reacciones con un sustrato.

En éste experimento el sustrato es el HHL la enzima es la ECA y los productos
de reaccion serdn el &cido hipurico y histidil-leucina. La cinética enzimatica simple se

basa en tres principios experimentales:

1) Que el sustrato, S, forma un complejo intermediario enzima-sustrato, ES, con la
enzima, E.

2) Que la rapidez de la reaccion al tiempo t (es decir, la rapidez de desaparicion del
sustrato, -ds/dt, o bien la rapidez de formacidn del producto, dp/dt) se representa
con la pendiente de la curva P o S=f(t). Estas pendientes varian con el tiempo
durante el curso de la reaccion, debido a la desaparicion del sustrato. Las
mediciones cinéticas se basan generalmente en la parte lineal de la curva, es
decir la velocidad inicial o la rapidez inicial de la reaccion. En esta region, la
concentracion del producto es extremadamente pequefia y, en consecuencia, la
descomposicién de producto a sustrato es insignificante (determinado por la

constante de rapidez, k2)y se puede escribir:

E+SS [ES]-E +P
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3) Para una concentracién dada de sustrato, la determinacion de la variacion en la
rapidez de reaccion como funcion de la concentracion de la enzima no es lineal,
sino hiperbolica. Esto se debe a que todo el sustrato esta en la forma de
complejo enzima-sustrato, [ES], a altas concentraciones de la enzima. En
consecuencia, la rapidez inicial de la reacciébn como funcion de la concentracion
de la enzima permanece constante en esas condiciones.  (Horton, Moran,
Scrimegeour, & Perry , 2008)

Para mediciones de cinética es necesario trabajar en la region lineal de la curva a
baja [E] para que la rapidez de la reaccion dependa de la concentracion de la
enzima. También se puede decir que la concentracion de la enzima debe ser muy
pequefia comparada con la concentracion de sustrato de tal modo que la
formacion del complejo enzima-sustrato [ES], tiene poco o ningln efecto sobre

la concentracion de sustrato. (Melo & Cuamatzi, 2006)

1.351 La ecuacion de Michaelis-Menten.

Las reacciones catalizadas por enzimas exhiben cinética de saturacion. A bajas
concentraciones de sustrato, la velocidad de reaccion es proporcional a la concentracion
de sustrato y la reaccion es de primer orden con respecto al sustrato. A medida que la
concentracion de sustrato aumenta, la rapidez de la reaccion disminuye y ya no es
proporcional a la concentracion de sustrato; la reaccion es de orden mixto. A
concentraciones alin més altas la rapidez de la reaccion es constante e independiente de

la concentracion de sustrato, la reaccion se vuelve de orden cero. (Scragg, 1997)

Estos factores llevaron a Michaelis y Menten en 1913, a proponer una teoria
general de cinéticas enzimaticas que mas tarde fue extendida por Briggs y Haldane. Esta

teoria se basa en tres suposiciones principales:

1) Que la concentracion de enzima [E] es mucho mas baja que la concentracion de
sustrato [S], de modo que el cambio en [S] durante la reaccion es insignificante.
2) Que la concentracion del producto P es cero, lo cual significa que la cantidad de

P formado durante el periodo de medicion de la rapidez es significativo y
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demasiado pequefio para que ocurra una reaccion inversa- suposicion de la
rapidez inicial.

3) Que la liberacién de S a partir del complejo ES es mucho mas réapido que la
liberacion de los productos y, en consecuencia, que E y S pueden considerarse

en equilibrio.
E+S% [ES]-E +P
Por lo tanto:

k,= E S =k_,[ES]puesto que k» <<k

[E]=[ES]==

kq[s]
Mediante algunos estudios se llegd a que la rapidez de formacion de ES es:
ES=k_, [E][S]
La rapidez de descomposicion de ES =k_, ES + k,[ES]

1.3.5.2  Representacion de los datos cinéticos.

La cinética de una reaccion caracteristica catalizada por una enzima con un solo

sustrato se muestra en la siguiente figura:

v
vr.rl‘:’h(
a4 /
V2V NS V= vmix[S]
2 |- Km+[S]
o 1 |
o Km 2 4 [S]

Imagen 4. Rapidez inicial de la reaccién en funcion de la concentracion del

sustrato. (Universitat de les lles Balears.)
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En una curva hiperbdlica es dificil determinar con precision Vmax Y, €n
consecuencia, Ky. Debido a esto se ha recurrido a muchas linealizaciones de la ecuacion
de Michaelis-Menten, de las cuales la mas popular es la grafica de Lineweaber-Burk, la
cual simplemente implica tomar os reciprocos de ambos lados de la expresion. (Pefia,
2004)

L K 4[] K, | 5]
V™ VoialS]  Voa[S] " Vi [5]

Una grafica de 1/V contra 1/[S] produce una linea recta con una pendiente,
Km/Vmax, una ordenada al origen. 1/Vmax y una ordenada sobre la abscisa de -1/Km.

Por lo tanto en dicha grafica Vmax y Km se pueden medir directamente.

Se debe tener cuidado al usar la grafica de Lineweber-Burk puesto que, al tomar
los reciprocos de los resultados de [S] en las concentraciones de sustrato menores,
donde es dificil determinar V con precision, se ejerce un gran efecto sobre Ila
determinacion de Km y V max. Ademds, a concentraciones altas de sustrato, un cambio
relativamente grande en [S] provoca un cambio pequefio en V, haciendo dificil manejar

una recta. (Scragg, 1997)

Para salvar estas dificultades, se han propuesto muchos otros métodos de
linealizacion incluyendo la gréfica de Eadie-Hofstee y la grafica lineal directa de
Eisenthal y Cornish- Bowden.

1.3.6 Accion de Efectores sobre la actividad enzimatica.

La rapidez de las reacciones catalizadas por enzimas se puede modificar en
presencia de ciertos compuestos, distintos del sustrato, denominados efectores. Los
efectores que se emplearan en el presente estudio son tres: el captopril, el LQM319 vy el
LQM328.
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De forma general los efectores  desempefian una funcion principal en la

regulacion del metabolismo. Hay dos clases de efectores:

1) Activadores-aumentan la rapidez de reaccion;

2) Inhibidores-disminuyen la rapidez de reaccion.

La actividad de muchos enzimas puede inhibirse por la unién de moléculas
pequefias e iones. Esta forma de inhibicion de la actividad enzimatica constituye el

principal mecanismo de control de los sistemas bioldgicos.
Hay tres tipos principales de inhibicion enzimatica:

1) Competitiva;
2) Incompetitiva;

3) No-competitiva.

1.3.6.1 Inhibicion competitiva.

En este caso el inhibidor es una sustancia con una estructura quimica y espacial
analoga a la del sustrato, que se une al sitio activo de la enzima inhibiendo asi la union
del sustrato. (Mark Berg, Stryer, & Tymoczko, 2007)

Inhibidor
Sustrato competitivo

Imagen 5. Inhibicién competitiva. (Universitat de les llles Balears)
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E+S 5 ES—E+P

ki 1t 1

El

La ecuacion muestra que Km ahora estd aumentada por el término (1+[I]/ki), lo
cual produce una disminucion en la rapidez de reaccion, V. El grado de inhibicion
depende claramente de la concentracion de sustrato [S] y del inhibidor [I]. (Scragg,
1997)

La representacion de Lineweber-Burk de la ecuacion anterior puede escribirse

como.

1 Em 1+E N 1
V_ Vma'..x [S] Vma'.x

1.3.6.2 Inhibicién incompetitiva.

En éste caso el inhibidor se une a ES pero no a la enzima libre; por lo tanto, aln
cuando la concentracion de sustrato sea saturante, la enzima se distribuira entre el
complejo formador de producto ES y el complejo que contienen el inhibidor EIS, en
una relacién que depende de K;. Por lo tanto, EIS es un complejo “terninal” incapaz de
dar el producto directamente. En consecuencia, Vmax aumentard por el factor (1=1/Kj),
mientras que la Km realmente disminuird. (Mark Berg, Stryer, & Tymoczko, 2007)
Esto se debe a que el inhibidor, I, “jala” la enzima hacia el estado unido con el sustrato
y Km es una medida de la habilidad del sustrato para “empujar” la enzima hacia el

complejo ES:
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Inhibidor

Sustrato \\ / acompetitivo

Imagen 6. Inhibicion incompetitiva a acompetitiva. (Universitat de les llles

Balears)
E+S S ES—E+P
ki 1 +1
ESI

Ahora hay dos sitios de union en la enzima, uno para el sustrato y otro para el inhibidor.

1.3.6.3 Inhibicion no competitiva.

Un inhibidor no competitivo se puede unir a la enzima libre, E, y al complejo
enzima-sustrato ES para formar El e EIS. EIS no se puede descomponer para dar el

producto y la enzima:

Sustrato \ Siistrats N

Inhibidor
)

Enzima

Imagen 7. Inhibicion no competitiva. (Universitat de les llles Balears)
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E+S S ES—E+P
kie 311 Kigsit |
El EIS

Si las concentraciones de El e EIS estdn en equilibrio, las constantes de
equilibrio para la unién de 1 a E (Kig) y a ES (Kjgs) son idénticas e iguales a Ki, si se
supone que la presencia del sustrato unido no afecta a la union del inhibidor. (Mark
Berg, Stryer, & Tymoczko, 2007) Como en el caso de la inhibicion incompetitiva, hay
dos sitios de union sobre la enzima, el sitio activo para la union del sustrato y un
segundo sitio al cual se une un inhibidor sin importar si el sustrato ya esta unido a la
enzima 0 no. El resultado es que la K, permanece constante mientras que la Vmax

cambia. (Scragg, 1997)

1.4 La hipertension arterial.

La responsabilidad de los profesionales del area de la salud es contribuir a
mejorar la calidad de vida de las personas, independientemente del area en la que se
labore. EIl origen del presente estudio estd basado el hecho de que la hipertension

arterial es problema grave de salud pdblica en la actualidad.

La hipertension arterial es generalmente definida como una entidad clinica
caracterizada por una elevacion cronica de la presion arterial, usualmente encima de
140/90 mmHg. Cabe sefialar que en un hombre de 40 afios con hipertension de 150/100
la esperanza de vida disminuye en 11 afios en relacion con la persona normotensa
(Hergueta, 2002), o debido a sus complicaciones disminuye la esperanza de vida de 10-
20 afios debido a sus complicaciones. Segun cifras de la encuesta Nacional de salud de
2006 en Meéxico la prevalencia de HA en la poblacion de 20 afios es de 30.8 % y es
mayo en los estados del norte del pais, (Nayarit, Zacatecas, Sinaloa, Coahuila, Baja
California Sur, Durango y Sonora), donde alcanza cifras del 35 al 42%. (Mendoza,
2008)
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La HA es un trastorno comin y con frecuencia progresivos que representa un
riesgo importante para la enfermedad cardiovascular y renal. Los datos revelan que la
carga mundial de la hipertensién es un importante y creciente problema de salud
publica en todo el mundo y que el nivel de conocimiento, tratamiento y control de la
hipertensién varia considerablemente entre paises. En el afio 2000, 972 millones de la
poblacion adulta en todo el mundo >18 afios de edad se vio afectada por la hipertension,

y este nimero se prevé que aumente de 1,56 millones en el 2025. (Bonesi, 2010)

En la siguiente imagen se puede observar un estudio realizado en una muestra
1514 personas de la poblacién en general, de las cuales 26.93% es hipertensa; un 8.24%

es tratada con ECA y un 73.2% no tiene tratamiento de la hipertension.

Poblacion general
N1514

Poblacidn
hipertensa.

N 317 (26.93%)

Poblacion
hipertensa tratada
con ECA.N 97
(8.24%)

Poblaciéon con Poblacién sin
control de HT N.26 control de la HT
(26.8 %) | N.71 (73.2%)

Imagen 8. Esquema del estudio del control inefectivo de la hipertension en la
poblacién. (Morales-Suarez-Varela M. M.-E., 2010)

No obstante, la esperanza de vida de un hipertenso correctamente tratado y

controlado es similar a la del normotenso. (Hergueta, 2002) Alrededor de un 10% de
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los casos tiene su causa en enfermedades conocidas tales como disfunciones renales y

desordenes enddcrinos y neurogénicos.

La hipertension arterial puede derivar en diversas enfermedades como las que se
muestran en la imagen siguiente:

= HVI

= E. coronaria

— Encefalopatia

— Eclampsia

= Ictus

HTA
|

Fracaso renal
cronico

—{ Arterioesclerosis

Hemorragia
cerebral

— Ceguera

Insuficiencia
cardiaca

Imagen 9. Esquema del estudio de las enfermedades causadas por la

hipertension.

1.4.1 La presion arterial.

La presion arterial media es la presion promedio durante la totalidad de cada
ciclo del latido cardiaco. La presion arterial normal tiene un valor medio de 120/80 mm
de Hg, con una amplitud normal de variacion de los valores sistolicos y diastolicos,

considerables segun las personas.
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El aumento de presiones arteriales en edades avanzadas suele acomparar al
desarrollo de arterioesclerosis. En esta enfermedad aumenta especialmente la presion

sistolica.

1.4.2 El sistema global de regulacion de la presién arterial.

La presion arterial no estd regulada por un solo sistema de control, sino por
varios sistemas mutuamente relacionados que tienen a su cargo funciones especificas.
Los tipos principales de sistemas de control de la presion arterial el cuerpo son el
sistema de control de accion rapida, y un sistema de control a largo plazo para el valor

basico de la presion arterial.

1.4.3 Mecanismos regulatorios de la presion arterial.

Mecanismos nerviosos que actlan rapidamente para el control de la presion arterial.

o El sistema de control arterial Barorreceptor y reflejos Barorreceptores:
Es el mas conocido de los mecanismos de control de la presion arterial, también
conocido como reflejo barorreceptor. Basicamente se inicia por receptores de la
presion arterial llamados barorreceptores o presorreceptores situados en las
paredes de las grandes arterias de la gran circulacion. Un aumento en la preisén
hace que los barorreceptores transmitan sefiales hacia el sistema nervioso
central, y a su vez otras sefiales llegan a la circulacion para disminuir la presion

arterial nuevamente hasta valores normales.

Los barorreceptores responden con gran rapidez a los cambios de presion
arterial; el nimero de impulsos aumenta incluso durante la sistole y disminuye durante
la diastole, responde mucho més a una presion que sube que a una presion estacionaria;

inversamente responden menos a una presion que baja que a una estacionaria.
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Nervio glosofaringeo

Nervio de Hering

~— Cuerpo carotideo
Seno carotideo

Nervio vago

Barorreceptor aortico

Imagen 10. Sistema Barorreceptor. (Analisis de la hipertencion arterial)

e Control de la presién arterial por los quimiorreceptores carotideos y aorticos.
(Efecto de la carencia de oxigeno en la presion arterial):

e Reflejos auriculares y de arteria pulmonar que ayudan a regular la presion
arterial.

e Control de la presion arterial por el centro vasomotor en respuesta a una
disminucién del riesgo sanguineo cerebral. (La respuesta isquémica del CNS)

e Participacion de las venas en la regulacion nerviosa de la circulacion.
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o Papel de los nervios y mlsculos esqueléticos en el control circulatorio.
e Ondas respiratorias en la presion arterial.
e Ondas vasomotoras de la presion arterial. (Oscilacion de los sistemas reflejos de

control de la presidn)

1.4.4 Mecanismos hormonales para control rapido de la presion

arterial.

Ademas de los mecanismos nerviosos de accidon rapida para el control de la
presion arterial, hay por lo menos tres mecanismos hormonales que también
proporcionan un control rapido o moderadamente rapido de la presion arterial. Son los

siguientes:

¢ El mecanismo vasoconstrictor de Noradrenalina- Adrenalina.
¢ El mecanismo Vasoconstrictor de renina-Angiotensina para control de la presion
arterial.

+ El mecanismo Vasoconstrictor de vasopresina.

El mecanismo Vasoconstrictor de renina-angiotensina para el control de la
presion arterial, por ser el empleado como fundamento del presente trabajo sera el que

se explicara a mayor detalle.

La Angiotensina Il (All), es un octapéptido producto de la cascada enzimatica de
la renina-angiotensina la cual es responsable por mantener la presion arterial. La All es
un péptido natural producido en la sangre como resultado de dos hidrdlisis enzimaticas
diferentes que tienen lugar en el sistema de hipertension  renal. Las células
yuxtaglomerulares, en determinadas circunstancias, liberan a una enzima llamada renina
que actla sobre la proteina completa o sustrato llamado angitensinégeno para librarar a
la angiotensina 1, que es un decapéptido, éste es hidrolizado por la ECA para generar
All. (Oliveira, 2011)

All, es la hormona responsable de ésta funcion fisioldgica, interactia con varios
tejidos, incluyendo la corteza adrenal, el tejido de miocardio, misculo liso vascular, los

rifiones y el cerebro. Los efectos de la All incluyen la modulacion de la liberacion de
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aldosterona por la corteza suprarrenal adrenal, el control de la frecuencia cardiaca, el
tono vascular, la filtracion glomerular y la secrecion hipofisaria de la vasopresina.
(Oliveira, 2011)

La hormona A Il es el vasoconstrictor mas poderoso conocido. Siempre que la
presion arterial cae mucho aparecen en la  circulacion grandes cantidades de
angiotensina 1. Esto resulta de un mecanismo especial que incluye a los rifiones y la

liberacion por ellos de la enzima renina cuando la presion arterial cae demasiado.
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BAJA DE TENSION ARTERIAL

Como respuesta a la reduccién de la tensién arterial o
disminucién de sodio de los tubulos renales el aparato
yuxtaglomerular del rifién produce RENINA y la descarga en
el torrente sanguineo.

La RENINA es una enzima producida por las células
granulares de las paredes de las arteriolas aferentes (y
mucho menos por las eferentes) en el glomérulo del rifidn.

Angiotensindgeno-Sustrato de RENINA

Una vez en sangre, la RENINA actua sobre el
angiotensinogeno —sustrato de la renina del
higado- produciendo ANGIOTENSINA I.

La Angiotensina | no posee efecto fisiolégico

aparente, pero al pasara través del pulmoén, es
transformada por la ECA en Angiotensina Il. ANGIOTENSINA|

Y
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La aldosterona es un mineral corticoide ANGIOTENSINAII

gue produce la reabsorcién de agua y

sodio por los tubulos renalgs. De esa vasoconstrictor y regulador de Ia

manera se eleva el volumen intravascular presencia de sodio, como también el

y el volumen minuto (cantidad de sangre  estimulo primario para la produccion
gue bombea el corazén en dicho término  de aldosterona en la corteza
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Imaaen 11. Sistema renina-anaiotensina. (zonamedica.com. 2006)
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Cuando el riego sanguineo a través de los rifiones disminuye, las células
yuxtaglomerulares (células localizadas en las paredes de las arteriolas aferentes
inmediatamente proximales a los glomérulos) secretan renina que va a la sangre. La
renina es una enzima que cataliza la conversion de una de las proteinas plasmaticas,
llamada sustrato de renina, en el péptido angiotensina I. La renina persiste en la sangre
hasta por una hora, y sigue formando angiotensina | durante todo este tiempo. Al cabo
de unos segundos de formada la angiotensina I, se convierte en otro péptido,
angiotensina Il. Esta conversion ocurre casi por completo en los vasos pequefios de los

pulmones, catalizada por una enzima llamada enzima convertidora.

Rapidamente se da una vasoconstriccion, especialmente de arteriolas y en menor
grado también de venas. Durante su persistencia en la sangre, la angiotensina Il ha
ejercido varios efectos que pueden aumentar la presion arterial. Uno de ellos tiene lugar
muy rapidamente: vasoconstriccion especialmente de arteriolas y en menor grado
también de venas. La constriccion de las arteriolas aumenta la resistencia periférica v,

por tanto devuelve la presion arterial hacia las cifras normales.

La constriccion de las venas también aumenta la presion de llenado circulatorio,
a veces hasta en un 20%, y esto aumenta el retorno venoso de la sangre hacia el

corazon, ayudando a que éste la impulse de nuevo contra la carga extra de la presion.

Los otros efectos de la angiotensina guardan relacion principalmente con los
volimenes de liquido corporal: 1) La angiotensina tiene efecto directo sobre el rifion
provocando una disminucion de la eliminacion de sal y agua. 2) La angiotensina
estimula la secrecion de aldosterona por la corteza suprarrenal, y esta hormona a su vez,
actla sobre los rifiones disminuyendo la eliminacion de sal y agua. Ambos efectos
aumentan el volumen sanguineo, un factor importante en la regulacion a largo plazo, de

la presion arterial.

1.45 La meta Terapéutica Antihipertensiva.

El propdsito del tratamiento antihipertensivo es la reduccion del riesgo de ECV,
enfermedad arterial coronaria, falla cardiaca, asi como la mortalidad por causas
cardiovascular y renal. (Mendoza, 2008)
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El primer indicador de la reduccion del riesgo es el logro de la meta terapéutica
antihipertensiva, el cual esta definido por el acercamiento a las cifras de Tension arterial
(TA) optima. (Mendoza, 2008)

1451 Los fArmacos hipotensores-antihipertensivos.

Los hipotensores o antihipertensivos son sustancias que producen la reduccién
de la tension arterial mediante acciones especificas sobre sus mecanismos de regulacion,
0 a través de efectos farmacoldgicos que ejercen en diferentes aparatos y sistemas.
(Defillo, 1984)

Las propiedades farmacoldgicas de los farmacos antihipertensivos para el primer
nivel incluyen a los diuréticos tiazidicos (DIU), betablogqueadores (BBL),
vasodilatadores directos, antagonistas alfa centrales, calcio-antag onistas (CCA),
inhibidores de enzima convertidora de angiotensina 1l (IECA), y antagonistas de

receptores de angiotensina 1l (ARAII). (Mendoza, 2008)

Tabla a. Clasificacion farmacoldgica de los antihipertensivos. (Mendoza, 2008)

CATEGORIA EFECTO FARMACOLOGICO GRUPOS REPRESENTATIVOS
Diuréticos Inicialmente disminuyen el volumen sanguineo Tiazidicos

como consecuenciael GC. Coneltiempola De asa

normalizacion del GCse acompaiade una Ahorradores de potasio

disminuciénde laRVP.

Simpaticoliticos DisminuyenlaRVP, yaseaperiféricamenteconuna  Antagonistas de receptores

disminucién concomitante del GC, o bien, inhibiendo adrenérgicos alfay beta.

la descarga simpatica centralmente. Agentes de accidn central
Blogqueadores neuronales.
Blogqueadores ganglionales.

Inhibidores de Disminuyen el volumen sanguineo al reducirla Inhibidores de la ECA I
angiotensina secrecion de aldosteronae impidenlaformacionde  Antagonistasde receptoresde
ANG lly la interaccién con el receptorde ANGII. ANG I

Vasodilatadores  DisminuyenlaRVP, porunaacciondirectasobrelas  Bloqueadoresde canalesde Ca

arteriolasy puedendisminuirlafrecuenciacardiaca. Otros como la hidralazina

Tratamiento de DisminuyenlaRVP, porunaaccion vasodilatadora Nitroprusiato de Na

crisis sobre arteriolas y/ovenas. Diazoxido

hipertensivas Trimetafan
Labetalol

GC; gasto cardiaco; RPV: Resistenciavascular periférica
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Debido a las acciones, a los efectos farmacoldgicos y al sitio donde los ejercen, los

hipotensores pueden clasificarse en los siguientes grupos:

Hidrcinoftalacinas.

1 . Drogas hipotensoras d. Bloqueantes
principales. ganglionares.

a. Diuréticos. e. Derivados de la
b. Alcaloides de rawolfia. imidazolina.

c. Simpaticoplégicos.

3 . Drogas de tercera

2 . Drogas hipotensoras generacion.
subsidiarias. a. Derivados de la
a. Sedantes y prazocina.
tranquilizantes. b. Antagonistas del calcio.
b. Inhibidores enzimaticos. c. Vasodilatadores puros.

Los farmacos antihipertensivos que pertenecen al grupo de las  drogas
hipotensoras subsidiarias, ejercen su accién a través de la depresién de funciones del
sistema nervioso, como el caso de los sedantes y tranquilizantes, o de bloqueo e
inhibicion de procesos enzimaticos, de biosintesis y transformacion de catecolaminas,

de vasodilatacion directa y de inhibicion directa adrenérgica. (Defillo, 1984)

Dado que en el presente estudio se trabajo con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, se estudiaran en especifico los inhibidores enzimaticos,
éstos producen un bloqueo de los procesos enzimaticos de formacion vy
biotransformacion de las catecolaminas, como transmisores quimicos simpaticos, y por
lo tanto ocasionando una vasodilatacion periferica. La estructura quimica de éstas
sustancias constituyen metilderivados de sustancias intermediarias del metabolismo de

las catecolaminas. (Defillo, 1984)
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1.45.2  Angiotensina e inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA)

Las angiotensinas son péptidos cuya composicion de aminoécidos y estructura es
conocida; se derivan del angiotensinbgeno, una globulina ay plasmatica. Este precursor
se convierte en el decapéptido angiotensina | por accion de la enzima renina, que libera
el rifién. En el plasma y varios tejidos (glandulares, renales, de vasos sanguineos,
cardiacos, etc.) hay una alta concentracion de peptidil dipeptidasa o peptidil
carboxipeptidasa (enzima convertidora de angiotensina), la cual convierte la
angiotensina | (inactiva) en el octapéptido angiotensina 1lI, que es la forma
bioldgicamente mas activa. Este péptido circula en la sangre y se cataboliza de nuevo, a
un heptapéptido menos activo (la angiotensina Ill) o a fragmentos inactivos. (Murray,
2006)

La angiotensina Il tiene intensa accion vasoconstrictora, con potencia 40 veces
mayor que la adrenalina; estimula tanto la sintesis como la liberacién de la aldosterona
de la corteza suprarrenal, la liberacion de la hormona antidiurética (HAD, vasopresina)
en la hipofisis, con lo que promueve la retenciébn de sodio y agua. Al estar en
concentracion muy elevada, la angiotensina Il circulante inhibe directamente la
reabsorcion de sodio de los tubulos renales distales, como sucede en los casos de
insuficiencia hepatica terminal. (Murray, 2006)

Un hecho de suma importancia es que los antagonistas del sistema renina-

angiotensina son de gran utilidad como antihipertensivos en muchos casos.

Algunas enzimas han sido aisladas de tejido de mamifero que tiene actividad de
la  dipeptidil coarboxipeptidasa con la que se puede convertir la angiotensina | en
angiotensina II. (Nagamatsu, 1981)

Para el presente estudio se empleo enzima proveniente de pulmén de conejo,
aunque también puede extraerse de pulmoén y rifion de cerdo. El interés en la ECA se

basa en su capacidad para controlar la presion arterial en los seres humanos.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es el sitio de regulacion mas

importante del sistema renina-angiotensina  (RAS). La ECA es wuna dipeptidil
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carboxipeptidasa que inactiva el compuesto vasodepresora bradiquinina y activa el
potente vasoconstrictor y sustancia promotora del crecimiento angiotensina Il por la
eliminacién del dipéptido carboxi-terminal de la angiotensina I. La principal funcién
fisiologica de la ACE esta vinculada a la regulacion de la presion arterial y la
homeostasis de electrolitos mediante la conversion de angiotensina | en angiotensina 11
potente vasoconstrictor y por inactivacion de la bradiquinina. La importancia de los
inhibidores de la ECA en el tratamiento cronico de la diversas enfermedades
cardiovasculares tales como infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva,
nefropatia diabética, o disfuncion renal es bien conocida. De hecho, los inhibidores de
la ECA, a saber, captopril, enalapril, fosinopril, y ramepril, estan actualmente
disponibles en el mercado para el tratamiento de la hipertension. Sin embargo, algunos
de estos inhibidores de la ECA tienen ciertas limitaciones, como la susceptibilidad a la

degradacion proteolitica que conduce a efectos secundarios. (Bonesi, 2010)

La ECA es una peptidil dipeptidasa hidrolasa que contiene zinc. El sitio activo
de la ECA se sabe que consta de tres partes; un carboxilato con funcionalidad de
union tal como el grupo guanidinio de arginina, un hueco o hendidura que acomoda
una cadena lateral hidrofoba de C-terminales y de residuos de aminoacidos y de iones
de zinc. Y el ion de zinc coordina al carbonilo del enlace peptidico pendltimo del
sustrato, con lo que el grupo carbonilo se polariza y esta sujeto a un ataque nucleofilico.
(Bonesi, 2010)

Imagen 12. Estructura de laproteina de la ECA. (Pripp, 2007)

(38]




/

Imagen 13. Estructura de laproteina de la ECA. (Tomada por el M. en C. Victor Hugo Vazquez
Valadez en el LQM FES-C UNAM)

En las dos imagenes anteriores se puede observar la interaccion entre el captopril

y el sitio activo de la enzima.

1453 Inhibidores de la ECA.

El desarrollo de inhibidores de la ECA se llevd a cabo durante una bulsqueda
sistematica de inhibidores de las cininasas, que se desdoblan las cininas (como la
bradicinina y la calidina) y convierten la angiotensina |1 en angiotensina 1. (Murray,
2006)

Los inhibidores de la ECA se clasifican segin las caracteristicas quimicas de su
ligando, que se fija al ién Zinc en el sitio activo de la enzima. Los inhibidores que se
estudian actualmente o0 que estan en las ultimas etapas de estudio son: Los compuestos
con radical soffihidrilo (alacepril, captopril, moweltipril, zofenpril); 2. Aquéllos con

carboxilo (benacepril, cilapril, enalapril, delapril, lisinopril, pentopril etc.) y 3. Los que

[39]




tienen radical fosforil (fosinopril y ceronapril). Ademas, hay mas de 80 compuestos en

sus primeras fases de desarrollo. (Murray, 2006)

1.453.1 Mecanismo de la ECA y susitio de accion.

Los inhibidores de la ECA actlan competitivamente sobre dicha enzima en
virtud de su semejanza estructural con los dipéptidos a los que inhibe la ECA. Esto se
demostré en animales de experimentacion y en seres humanos mediante bloqueo de la
conversion de angiotensina | administrada por via intravenosa a la vez que se impedia el
efecto presor. La angiotensina Il estimula tanto la sintesis como la liberacion de
aldosterona, con lo que aumenta el intercambio de sodio-potasio en los tdbulos
contorneados distales. La formacién disminuida de angiotensina durante la terapéutica
con inhibidores de la ECA puede ocasionar un descenso importante en los niveles
plasméticos de aldosterona y el aumento subsecuente en la concentracion sérica de
potasio, con deplecion de sodio. Al reducirse la liberacion e HAD se incrementa la
liberaciébn de agua, lo cual contribuye a la deplecién de volumen de los diuréticos

administrados simultdneamente. (Murray, 2006)

1.45.3.2 El captopril.

Fue el primer inhibidor de la ECA administrado por via oral que dio buenos
resultados clinicos. Se absorbe rapidamente por ésta via y alcanza su concentracion
sanguinea maxima en alrededor de una hora. Menos del 30% del farmaco circulante se
fija a proteinas del plasma. Se distribuye de manera irregular en al agua corporal total.
Una pequefia parte de la sustancia cruza la barrera hematoencefalica en animales de

experimentacion, pero atraviesa libremente la placenta humana. (Murray, 2006)

Su vida media sérica estimada es aproximadamente de dos horas . El efecto
antihipertensivo que produce es mucho més prolongado que la inhibicion mostrable de
la ECA circulante, tal vez porque el captopril en porciones sumamente bajas inhibe la

porcién de esta enzima que esté en el endotelio vascular. (Murray, 2006)
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Més o menos la mitad de la dosis absorbida es excretada en la orina sin cambios,
el resto se elimina como el dimero disulfato de captopril y como disulfato de cisteina-

captopril. Las dosis recomendadas varian de 25 a 300 mg/dia. (Murray, 2006)

CH,
HS 0

CN;“WCOOH

Imagen 14. Estructura del Captopril. (Hillaert & Van den Bosshe, 1999)

14533 Compuestos LQM 319 y 328.

La actividad de los compuestos LQM 319 y LQM 328 se realizd como ya se ha
mencionado anteriormente con la ayuda de la ECA, a la que también se le conoce como
peptidil  dipeptidasa, dipeptidil carboxipeptidasa, quinasa Il, p-peptidasa,
carboxicatepsina y la angiotensina | (Phea-His) hidrolasa, éstos nombres se han
utilizado para mostrar las diferentes propiedades fisicas o quimicas y/o fuentes de

diversas preparaciones. (Nagamatsu, 1981)

Los compuestos fueron sintetizados y desarrollados en el laboratorio de quimica

medicinal a cargo del Dr. Enrique Angeles Anguiano.

A continuacion se presentan las estructuras de los compuestos LQM 319 y 328

Hal Hal o
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Imagen 15. Estructuras de los compuestos LQM 319y 328.
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2. Objetivos.




2.1 Objetivo general:

Determinar el efecto de inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA) por los compuestos LQM319 y LQM328 mediante una cinética
enzimatica monitoreada por un microarreglo regulado electroforéticamente para
cuantificar la disminucion de &c. HipUrico como producto de la reaccién de la
ECA con el sustrato hipuril-L-histidil- leucina (HHL).

2.2 Objetivos particulares:

Desarrollar un método analitico basado en la técnica de Electroforesis Capilar
(EC) que sea capaz de cuantificar al producto de reaccion entre la ECA vy el
HHL, el &cido hiparico (HA).

Asegurar la confiabilidad del método analitico, a través de los parametros de
exactitud, precision, linealidad del sistema, Y repetitividad entre dias.

Realizar una cinética enzimatica entre la ECA y el HHL para determinar el
tiempo Optimo en el que se pueda apreciar la inhibicion de la enzima por el
captopril.

Hacer una comparacién entre el efecto del captopril y los compuestos LQM
319y 328 sobre la cinética de la ECA.

Desarrollar la habilidad del manejo del equipo de electroforesis capilar, asi como
del material biologico. (HHL y ECA)
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3. Hipotesis.
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Si los compuestos LQM 319 y 328 presentan una interaccién de inhibicion
sobre la ECA, entonces por medio de una cinética enzimatica monitoreada con ECZ

podremos determinar el porcentaje de inhibicion comparado con el captopril.
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4. Material y Métodos.




4.1 Material.

41.1 Curvade calibracion.

Un matraz aforado de
S50mL.

Un matraz aforado de
100mL.

6 matraces aforados de
10mL.

2 vasos de pp de 50mL.

1 vaso de pp de 100mL.

3 agitadores magnéticos.

3 barras de agitacion

magnéticas.

4.1.2 Cinética enziméatica.

2 matraces aforados de
50mL.

Un matraz aforado de
100mL.

2 vasos de pp de50mL.

1 vaso de pp de100mL.

3 agitadores magnéticos.
3 barras de agitacion
magnéticas.

1 fitro en linea de

47mm de policarbonato.

[47]

1 fitro en linea de 47
mm de policarbonato.
Membrana de nylon de
0.45 pm por 47mm
Micropipeta de  100-
1000 WL Transferpette
Brand.

Viales de 2mL de vidrio.

Cuentagotas.

Membrana de nylon de
0.45 pm por 47mm
Micropipeta de  100-
1000 L Transferpette
Brand.

Viales de 2mL de vidrio.

Cuentagotas.




4.1.3 Inhibicién de la ECA por el captopril y los LQM319 y

LQM328.

2 matraces aforados de e 3 barras de agitacion
50mL. magnéticas.

Un matraz aforado de e 1 filtro en linea de 47mm
100mL. de policarbonato.

3 matraces aforados de e Membrana de nylon de
10mL. 0.45 pm por 47mm

2 vasos de pp de 50mL. e Micropipeta de 100-1000
1 vaso de pp de 100mL. pL Transferpette Brand.

3 agitadores magnéticos. o Viales de 2ml de vidrio.

e Cuentagotas
4.1.4 Equipos.

Balanza analitica Mettler Toledo AT200.

pH-metro Beckman Coutler 310.

Equipo de Electroforesis Capilar P/ACE MDQ Beckman Couter No.
Inventario 2115202.

Ultrasonico LC30H Elma.

415 Reactivos.

Acido hipurico. CAS 495-69-2; SIGMA-Aldrich; Alemania

HEPES ({2-[4-(2- hydroxyethyl)-1-piperazine]ethane sulfonic acid}) 7365-
45-9; SIGMA-Aldrich St. Louis USA.

Enzima convertidora de angiotensina (ECA) provenia de pulmén de
conejo. 9015-82-1; SIGMA-Aldrich; USA.

Hipuril histidil leucina HHL CAS 103404-54-2; SIGMA-Aldrich; USA.
Estandar de captopril.  62571-86-2; SIGMA-Aldrich; Quimica S.A. de
C.V. México.
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e Hidroxido de Sodio. 1310-73-2; SIGMA-Aldrich; Quimica S.A. de C.V.
México.

e Cloruro de Sodio. 7647-14-5; SIGMA-Aldrich; Quimica S.A. de C.V.
Meéxico.

e LQM 319 (Sintetizado en la Unidad de Posgrado de FES-C UNAM)

e LQM 328 (Sintetizado en la Unidad de Posgrado de FES-C UNAM)
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4.2 Metodologia.

Desarrollo experimental general.

|
| | | |
4 N\ 4 N 4 N\ 4 ™\
c q - Determinacion de
_-urvade Evaluacion del o la inhibicién de los
calibracion parala desempefio de los Cinética compuestos
determinacién de pardmetros de enzimatica. LQM319y
acido hipurico. calibracién LQM328.
L | L L
e \§ J
\§ I J S I ) N I J | ]
- N L | S| o N
4 N é h Determinar la
Ecuacion concentraciénde
Linea!idad del Lineweber-Burk inhibicién del
método Determinacién de captopril. y el %
Desarrollo de las Precision Km de inhibicidn.
congilcmnels Exactitud Detrminacién de V Determinar el %
S pEmEmEIEs, Repetitividad max de inhicién de los
entre dias Det. deltiempo de LQM3I19y !‘O‘M328
L | > prod de HA ala mlslrpa
\ _ PR concentracion que
\_ ) - J fue empleao el
I b captopril.
i \§
4 ™\

Largo de capilar

Concentracion del
buffer

Lavado del capilar
Tratamiento del
ac. hipurico
Eleccion de las
condiciones
Optimas de
inyeccidny voltaje

Temperatura

\ i
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421 Métodos.

Son 3 métodos: ElI método para el desarrollo de la curva de calibracion y la
evaluacion de la misma, el método para la determinacion de la cinética enzimatica y el
método para la determinacién del efecto de los compuestos LQM319, LQM328 vy el

captopril.

4.2.2 Descripcion del método empleado para el desarrollo de la curva

de calibracién y la evaluacion de la misma.

Las condiciones iniciales empleadas para el desarrollo del método fueron las
maracadas en la literatura, un buffer de corrida de 150mM de HEPES, un buffer de

muestra de 10mM de HEPES con 150 mM de NaCl y un tiempo de inyeccién de 0.3 p.s.i.
(Van Dyck, 2003)

Las condiciones finales de ésta fase son: el volumen de aforo de las soluciones para
la curva de calibracion es a 10 ml, se agrega una concentracion de 150mM de NaCl vy
10mM de HEPES en el buffer de muestra y 50mM de Hepes en el buffer de corrida. Se
sonica cada muestra antes de que sea leida. Los buffers se ajustan a un pH de 8.0 con la

ayuda del NaOH 1M, para la preparacién de las soluciones se emplea agua desionizada.
La solucién stock de &cido hipQrico tiene una concentracion de 6.25 x 10° M

El NaOH empleado en el lavado del capilar es 0.1 M.

Las concentraciones de las soluciones para la curva de calibracion son:

Soln. 1: 1x10* M; Soln. 2: 1.5x10™* M; Soln. 3: 2.5x10* M ; Soln. 4: 3.5x10* M y Soln.
5: 4.5x10™ M.
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Tabla b. Modificaciones hechas para el desarrollo de las condiciones finales.

Condicién Variacion Condicién experimental Variacion
experimental
Largo del capilar 30cm Lavado del Capilar 0.5 psi
50cm 0.3psi
Buffer de corrida 150mM Tratamiento del ac. hipurico. Diolucion de
cristales
100mM Disolucion de
polvo
50mM Temperatura de preparacién de 37 2C
Buffer de muestra 10 mM la muestra. Ambiental
[NaCl] en buffer de 10mM pH 8
muestra 50mM
100mM
150mM

4.2.3 Descripcion del método empleado para la determinacion de la

cinética enzimatica.

Las condiciones experimentales son las mismas que se llevaron a cabo para la
determinacion de del efecto del captopril y delos LQM328 y LQM319 cambiando
unicamentela inyeccion de enzima en la inyeccion de sandwich, ya que no se inyectaba

enzima.

4.2.4 Descripcion del método empleado para la determinacion del
efecto del captopril y de los LQM319, LOM328.

Todos los experimentos fueron realizados en un sistema de electroforesis capilar
P/ACE MDQ (Beckam Coutler, Fullerton, CA, USA). La deteccion en linea fue
desarrollada a 230 nm con un detector con arreglo de diodos. La recopilacion de los datos
y el analisis de las areas de los picos fueron desarrollados por el sofwere: 32 Karat

(versiéon 5.0). El calculo de los pardmetros estadisticos fue hecho mediante el procesador de
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hojas de calculo Microsoft® Ofiice Excel (version 2007). El capilar fue mantenido a
temperatura constante de 37 °C mediante liquido refrigerante a menos que se especifique

lo contrario.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) provenia de pulmén de conejo, el
hipuril histidil leucina (HHL) y el Captopril  fueron comprados a Sigma-Aldrich. Los
compuestos LQM 319 y 328 fueron sintetizados y purificados en el Laboratorio de Quimica
Medicinal de la Unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, de
la UNAM.

Las soluciones de la HHL y del Captopril y de los LQM 319 y 328 fueron
preparadas en buffer 10 mM HEPES {2-[4-(2- hydroxyethyl)-1-piperazine]ethane sulfonic
acid, Sigma-Aldrich} ajustado con NaOH 1M a pH de 8.0, que contenia 150 mM de
NaCl. Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizadda  (ELGA, purelab

classic labwater) y fitradas a través de membranas de nylon 0.45 pum (Nylaflo ™).

4241 Reaccién At-inlet.

El buffer de corrida de la EC consistio en HEPES 50 mM ajustado con NaOH 1M
a pH 8.0. Antes de usarse un capilar nuevo es tratado con NaOH 0.1 M durante 1 hr. Cada
vez que se iniciaba un analisis el capilar era acondicionado con un ciclo de agua a 20 p.s.i.
durante 20 min comenzando con NaOH 0.1 M durante 20 min. Posteriormente se procedia
a correr el método, el cual contenia a su vez un lavado con NaOH 0.1 M, 2 min con agua, 2

min 'y con buffer por 3 minutos respectivamente.

La solucion de enzima y la solucion de sustrato con o sin inhibidor fueron
introducidas dentro del capilar mediante una inyeccion tipo sandwich, solucion de enzima -
(0.5 p.s.i, 5 s)- solucion de sustrato-(0.5 p.s.i, 5 s)- solucion de enzima -(0.5 p.s.i., 5 S).
Antes de cada paso de inyeccion de sustrato o de enzima. Los extremos del capilar se
sumergian en agua con el fin de impedir que pasara muestra a través de los viales. Antes y

despues de cada inyeccion tipo sandwich se inyectaba hidrodinamicamente un pequefio
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tapon de agua (plug) (0.1 p.s.i, 5 s). Se programd un tiempo de espera y se aplicd un
voltaje de 6 kV. La mezcla del sustrato y del inhibidor especifico se desarrollo

inmediatamente antes de las mediciones para prevenir una reaccion.

En la siguiente imagen se observa el orden de la introduccion de los reactivos al

capilar que ya fueron descritos anteriormente.

Gt -l E

Wil E2) §@2) E@ W (3)

Imagen 16. Esquema de los diferentes tipos de inyeccion. (Van Dyck, 2003)

En la imagen anterior se puede observar el orden en que eran introducidos los
reactivos en la técnica de inyeccién por sandwich. Al inicio y al final se inyecta agua (w),
posteriormente la enzima (E), después el sustrato (S), y nuevamente se inyecta a la enzima
(E); es importante recordar que el inhibidor se puede o no encontrar con el sustrato, es
decir, cuando se requiere medir el efecto del inhibidor éste se debe de mezclar en la
solucion del sustrato y cuando no se desea medir éste efecto, eéste no se afiadira a dicha
solucién. La actividad de la ECA fue determinada por el area del pico corregida. Como las
areas de pico no tienen unidades fisicas, las velocidades de reaccion fueron escaladas con
base en la ecuacion de Michaelis-Menten y la inhibicion fue medida mediante unidades de

porcentaje.
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5. Resultados ex

perimentales.
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5.1 Resultados experimentales y discusion.

En el presente capitulo se presentaran los resultados en tres etapas, primero se
presentara el andlisis estadistico de las curvas de calibracion del &cido hipurico, esto con el
fin de demostrar estadisticamente la reproducibilidad de las condiciones de linealidad del
método, precision, exactitud y repetitividad entre dias, éste analisis estadistico esta basado
en que el ndmero de repeticiones experimentales realizadas proporciona confiabilidad en
los resultados inferidos; y sin embargo dado que s6lo se ha desarrollado el método no se ha

procedido a hacer una validacion, quedando ésta como una perspectiva.

Es importante hacer hincapié en que el andlisis estadistico de los resultados
experimentales concuerdan con los parametros  establecidos por el comité internacional de
armonizacion (ICH Q2), la guia de validacion de métodos analiticos editada por el colegio
nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México A. C. y la guia para la Industria

de Validacion de métodos Bioanaliticos.

Posteriormente se mostraran los resultados obtenidos de la cinética enziméatica de la
ECA con el HHL, empleando al producto de reaccion, es decir al &cido hipdrico para
monitorear la cinética, y finalmente se encuentran los resultados obtenidos del efecto
causado por los compuestos inhibidores de la ECA: captopril, LQM319 y LQM328. En

cada etapa se hara un andlisis correspondiente de los resultados.

5.1.1 Resumende los resultados experimentales.

A continuacion se presenta una tabla con los resultados experimentales expresados
en forma simplificada, esto con el fin de hacer mas sencilla la consulta de algin resultado

en especifico.
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Tabla 1. Resultados generales.

Tipo de analisis Resultados experimentales
CURVA DE CALIBRACION.
S NO
Linealidad del sistema X
Precisidn X
Exactitud X
Repetitividad entre dias X
CINETICA ENZIMATICA.
Ecuacion Lineweber-Burk y = 2E-09x + 7E-07
Km 0.00285714
Vmax 1428571.43
PORCENTAIJE DE INHIBICION.
Captopril 69.123 %
LQM319 39.440 %
LQM328 10.572 %
LQM328

5.2 Curvas de calibracion.

De acuerdo con la guia de validacion de métodos analiticos editada por el Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bioldgos de México A.C. La linealidad del sistema
es su habilidad para asegurar que los resultados analiticos pueden ser obtenidos
directamente 0 por medio de una transformacion matematica bien definida, demuestra que
son proporcionales a la concentracion de las sustancias dentro de un intervalo determinado.
(U.S. Department of Health and Human Services; Food and Drug Administration; Center
for Drug Evaluation and Research (CDER); Center for Veterinary Medicine (CVM) , 2001)

El rango es el intervalo comprendido entre los niveles superior e inferior de
concentracion del analito de interés, en el cual se ha demostrado que el método es preciso,

exacto Yy lineal, bajo las condiciones establecidas.
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Para realizar la linealidad del sistema se construyé una curva de calibracion de 6
niveles de diferente concentracion por triplicado, preparadas a partir de una misma solucion
patron, esto es recomendado por la guia ICH Q2 y por la guia de validacion del colegio de
QFB mencionada anteriormente. (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005) (Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos Meéxico, A. C., 1998)

La linealidad del sistema fue evaluada por un analisis estadistico y una inspeccion
visual en un gréfico de la respuesta analitica (absorbancia) como una funcion del analito, en
donde se aprecia una relacion lineal, como es recomendado por la ICH Q2. Asi mismo
fueron considerados el coeficiente de correlacion (r) coeficiente de determinacion (r?), la
pendiente, conocida también como coeficiente de regresion (m), la ordenada al origen (b) y
el coeficiente de variacion global, (CV).

Para la evaluacion de la linealidad del sistema se realizaron tres ensayos de la curva
de calibracion, es decir 3 curvas de calibracion, cada una con las caracteristicas ya

mencionadas de 6 niveles cada nivel por triplicado.

Para evaluarla se muestra en las tablas 2, 4y 6 y en los graficos 1, 3y 5 que el
cambio de la respuesta analitica del &cido hipurico es directamente proporcional a la

concentracion.

Los resultados  obtenidos experimentalmente fueron tratados para obtener el
analisis de regresion, el C.V. el intervalo de confianza (al 95%) de la ordenada al origen

para determinar que el sistema era lineal.

Una prueba adicional para corroborar que el sistema era lineal fue un analisis de
varianza la cual se puede analizar en las tablas 3, 5y 7 y para el cual se establecieron las

siguientes hipdtesis:

* Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica.

* Ha: Existe una relacidn lineal entre la concentracion vy la respuesta analitica.
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Criterio de aceptacion:

Si P(f)< 0.05 Se rechaza Ho.

Si P(f)>0.05 No se rechaza Ho.

De acuerdo con la hipotesis establecida y los resultados obtenidos del analisis de
variancia (P(f)< 0.05) se evidencié estadisticamente que existe una relacion lineal entre la

respuesta analitica y la concentracion de acido hipdrico.

5.2.1 Linealidad del sistema.
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Concentracion [mM de ac. hipurico]

Grafica 1. Area integrada en funcion de la concentracion del acido hiparico [mM].
Se puede observar que existe una relacion lineal entre la concentracion del HA y el
area obtenida.
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Tabla 2. Resultados de las estadisticas de regresién
para la determinacion de la linealidad del sistema.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion

las 0.99722844
multiple
Coeficiente de determinacion R™  0.99446457
R™ ajustado 0.99308071
Error tipico 7268.33388
Observaciones 6
C.V. general 3.93597742

Tabla 3. Tabla del analisis de varianza para la determinacion de la linealidad del

sistema.
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Sumade Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 3.7964E+10 3.7964E+10 718.617 1.1512E-05
695
Residuos 4 211314710 52828677.4
Total 5 3.8175E+10
15000 ~
L 2
10000 -
8 5000 -
= .
g 0 T T T T ’ T
0.00E+00 1.0@-04 2.00E-04 3.00E-04 4.00E-04 5.00E-04
-5000 - L 2
L g
-10000 -
Variable X 1

Gréfica 2. Errores relativos o residuales, en la grafica se puede observar que los
valores de los residuales obtenidos muestran una tendencia.
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Al hacer un analisis de linealidad para el diagnostico de una regresion, se debe
considerar la probable aparicion de datos anomalos entre las observaciones experimentales,
gue pueden ser determinados mediante un grafico de residuos. Los resultados andémalos
surgen inevitablemente en los experimentos de calibracién, pero resulta mas complicado
tratar con ellos en la estadistica de regresion. Estos graficos revelan de manera muy clara
valores sospechosos, pero no proporcionan criterios que se puedan utilizar inmediatamente
para rechazarlos o aceptarlos. Ademés resultan de un valor limitado de puntos de calibrado

que es a menudo pequefio.

En los gréficos 2, 4 y 6; de errores relativos o de los residuales se puede apreciar
que de acuerdo con el diagndstico de la regresion hay una distribucion satisfactoria de los
residuos (¥; —Y,) al menos en parte ya que en el grafico 2 se aprecia un posible valor
andémalo, y en la grafica 6 éstos tienden a crecer a medida que crece el valor individual
(i), sin embargo cuando se hace la prueba de repetitividad entre dias de acuerdo al analisis
de varianza y a las pruebas de hipdtesis el andlisis estadistico muestra que con una
confianza del 95% hay suficiente evidencia para demostrar que las variaciones presentadas

entre las curvas se deben probablemente al azar.
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Grafica 3. Area integrada en funcion de la concentracion del acido hiparico [mM].
Se puede observar que existe una relacion lineal entre la concentracion del HA y el
area obtenida.

(61]




Tabla 4. Resultados de las estadisticas de regresion
para la determinacion de la linealidad del sistema.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0.99686069
Coeficiente de determinacién R"2 0.99373124
RA2 ajustado 0.99216405
Error tipico 8744.74102
Observaciones 6

C.V.gral 6.79257063

Tabla 5. Tabla del analisis de varianza para la determinacion de la linealidad del

sistema.
Gradosde Sumade Promedio de los F Valor
libertad cuadrados cuadrados criticode F
Regresion 1 4.8489E+10 4.8489E+10 634.084 1.4767E-05
83
Residuos 4 305881982 76470495.4
Total 5 4.8795E+10
15000 -
10000 - *
" L g
S 5000 - TS
j=
é 0 T T T T T
) 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
-5000 - *
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-10000 -
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Grafico 4. Errores relativos o residuales, en la grafica se puede observar que los
valores de los residuales obtenidos muestran una tendencia.
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Grafica 5. Area integrada en funcion de la concentracion del acido hiparico [mM].
Se puede observar que existe una relacion lineal entre la concentracion del HA y el

area obtenida.
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Grafica 6. Errores relativos o residuales, en la grafica se puede observar que los
valores de los residuales obtenidos no muestran una tendencia.
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Tabla 6. Resultados de las estadisticas de regresion para la determinacion de la
linealidad del sistema.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0.99427609

Coeficiente de determinacién R”A2 0.98858494

RA2 ajustado 0.98573118

Error tipico 10005.0691
Observaciones 6

cv 5.94813493

Tabla 7. Tabla del analisis de varianza para la determinacion de la linealidad del
sistema.

Grados Sumade Promedio de los F Valor critico
de cuadrados cuadrados deF
libertad
Regresion 1 3.4677E+10 3.4677E+10 346.414 4.90509E-
4148 05
Residuos 4 400405630 100101408
Total 5 3.5077E+10

5.2.2 Precision.

La precision de un método analitico describe la cercania entre las mediciones
individuales de un analito, cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a mdltiples
alicuotas. Se recomienda preparar por lo menos un sextuplicado de soluciones a la
concentracion del analito que represente la concentracion de la solucion de referencia
utilizada en ciertos casos y e la concentracion que represente el 100% de la muestra. De
acuerdo con la ICH Q2 se acepta un coeficiente de variacion de hasta un 15% y de hasta un

20% si se trata del limite de cuantificacion mas bajo.

Para la determinacion de la precision se hizo un analisis de inferencia estadistica,

mediante intervalos de confianza y pruebas de hipétesis. En las tablas 8, 9 y 10 se puede
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de confianza como ya se menciond con anterioridad.

observar que las muestras empleadas para la estimacién de la precision entran en el
intervalo con una confianza del 95% , con una probabilidad de cometer el error (nivel de
significancia, 0=0.05) de un 5% .

estadistica, donde se aceptd la hip6tesis nula ya que las muestras caian dentro del intervalo

Se hizo una afirmacion relativa mediante una hipotesis

Tabla 8. Tabla para la determinacién de la precision mediante intervalos de
confianza.
solucién [HA] Area Area /[HA] Muestra Poblaciéon
1 0.00010029 55863 557004716 636246829 595226663.8
1 0.00010029 62376 621945227 52710905.5 66721892.22
1 0.00010029 65479 652884948 8.28466297 11.20949317
1 0.00010029 63766 635804786
1 0.00010029 72252 720417893
1 0.00010029 63126 629423406

Intervalo deconflanza 6 6 =P x—t—=<p<x+t—
n n

1) Ho= 595226663.8
Ha+# 595226663.8
2) 0=0.05% 6=0.95%
3) Serechaza Hosi pu cae fuera del intervalo x — tiﬁ ;X +tiz
P 5252058372 < pn < 665247490.1 |F=636,246,829; t=2.5706
4) Lo anterior significa que no hay evidencia suficiente para asegurar que | Sea

diferente de Ho. En otras palabras es probable que las diferencias observadas se
deban al azar.

[65]




Tabla

9. Tabla

para la determinacion de la precision mediante intervalos de
confianza y andlisis de varianza.

solucion [HA] Area Area /[HA] Muestra Poblacion
3 0.00025073 159413 635796809 615480091 595226663.8
3 0.00025073 166610 664501053 37959180.3 66721892.22
3 0.00025073 140373 559858390 6.16740994 11.20949317
3 0.00025073 150014 598310191
3 0.00025073 160342 639501998
3 0.00025073 149162

Tabla 10. Tabla
confianza y andlisis de varianza.

1) Ho= 595226663.8
Ha= 595226663.8

2) a=0.05% 6=0.95%

3) Se rechaza Ho si u cae fuera del intervalo x — tiﬁ , x + tiﬁ P 5252058372 <

p=615480091; t=2.5706
4) Lo anterior significa que no hay evidencia suficiente para asegurar que L sea
diferente de Ho. En otras palabras es probable que las diferencias observadas se
deban al azar.

L < 665247490.1

Intervalo deconfianza 66 =P x—t—<p<x+t—
n n

para la determinacion de la precision mediante intervalos de

solucion [HA] Area Area /[HA] Muestra Poblacion
6 0.000502334 273006 543474954 533953071 595226663.8
6 0.000502334 206401 410883915 62450364.2 66721892.22
6 0.000502334 268824 535149818 11.6958526 11.20949317
6 0.000502334 285441 568229396
6 0.000502334 290064 577432434
6 0.000502334 285601 568547909

1) Ho= 595226663.8
Ha+= 595226663.8
2) 0=0.05% 6=0.95%

Intervalo deconfianza 6 6 =P x—t—=<p<x+t—
n n
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3) Se rechaza Ho si p cae fuera del intervalo x — tiZ , x4 tiﬁ P 5252058372 <

L < 665247490.1 p=533953071; t=2.5706

4) Lo anterior significa que no hay evidencia suficiente para asegurar que | sea
diferente de Ho. En otras palabras es probable que las diferencias observadas se
deban al azar.

5.2.3 Exactitud.

La exactitud es el grado de concordancia entre el valor obtenido experimentalmente
y el valor de referencia. A diferencia de la precision que mide el error aleatorio, la exactitud
mide el error sistematico o la tolerancia hacia él. Se requiere que el valor medido de las
muestras no difiera significativamente con el valor de referencia. La exactitud debe ser
evaluada realizando la determinacion de la concentracion de tres diferentes muestras, con
seis ensayos cada una. Para hacer el analisis estadistico de la exactitud se hizo un gréfico de
cotizaciones (grafica 7) donde se contrastaban las medias muestrales con la media
poblacional, cuyas barras de error pertenecian a sus correspondientes desviaciones estandar,
ya que se presenta una interseccion entre todas las barras de error se dice que no hay

diferencia significativa entre las muestras. Y por lo tanto que el método es exacto.

Para corroborar lo anterior se hizo un analisis de varianza de un solo factor con un
nivel de significancia de 0.01, y se encontré que hay una diferencia entre la media muestral
y la media poblacional, ésta variacion se podria deber a la variacion propia del equipo y al

tipo de inyeccion empleada.
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Grafica 7. Determinacion de la exactitud. Se puede observar la interseccion de las
barras de error asociadas a la desviacion estandar de las medias muestrales (1, 2y 3)
con el valor de la media poblacional (4).

Tabla 11. Tabla para la determinacion de la precision mediante intervalos de
confianza y andlisis de varianza.

muestra muestra muestra poblacion
1 3 6 X
X 636246829 615480091 533953071 595226663.8
S 52710905.5 37959180.3 62450364.2 66721892.22

cv 8.28466297 6.16740994 11.6958526 11.20949317

Analisis de varianza de un factor. 0=0.01

Tabla 12. Resumen del analisis de varianza de un solo factor.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
C°'“1"‘"a 6 3817480975 636246829 2.7784E+15
C°'“2m"a 6 3692880547 615480091 1.4409E+15
C°'“3m"a 6 3203718427 533953071  3.9E+15

(68]




Tabla 13. Analisis de varianza.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 3.5084E+16 2 1.7542E+16 6.48149628 0.00936067 6.35887348
Dentro de los 4.0597E+16 15 2.7065E+15
grupos
Total 7.5681E+16 17

5.2.4 Repetitividad entre dias.

La repetitividad entre dias es la precision de un método analitico expresado como la

concordancia  obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas

condiciones de analisis (analista, instrumentos, laboratorios) pero en dias diferentes.

Para la realizacion del andlisis estadistico de ésta prueba se hizo también una
inferencia estadistica mediante intervalos de confianza con sus respectivas pruebas de
hipGtesis y un analisis de varianza. Este analisis se puede observar en las tablas 14 y 15,
con una confianza del 99% para el analisis de varianza y del 95% para los intervalos de

confianza.

Tabla 14. Determinacion de la repetitividad entre dias.

, P . Parametros
Dias [ac. hipurico] area area/[ac. hip.] estadisticos.
1 0.00010064 51931.6667 516004698 X 522252619
0.00015096 73041 483834515 S 31064290.4
0.0002516 140450 558217092 cv  5.94813493
0.00035225 197703.667 561265147
0.00045289 227759.333 502903970
0.00050321 257286 511290291

[69]




0.00010047 54999.6667 547441106 X 550603263
0.0001507 86359.3333 573053764 S 21671620.1
0.00025117 131745.667 524534041 cv  3.93597742
0.00035163 203835.667 579681554
0.0004521 246375 544956040
0.00050233 268222.833 533953071
0.00010029 54033.3333 538761282 X 606402891
0.00015044 98610.25 655489016 S 41190344.6
0.00025073 157640.667 628728101 cv  6.79257063
0.00035102 206401.667 588003313
0.00045131 284493 630367318
0.00050146 299405.25 597068315

X 559752924

S 47062986.8

cv 8.40781437

Intervalo de confianza 6 ¢ = P x—t%< u<x+t%

1) Ho= 559752924
Ha+ 559752924
2) 0=0.005% 6=0.995%
3) Se
P 5276036193 <, = W, = g <591902228.7
[h=522252619; |©=550603263; |=606402891; t= 2.8982
4) Lo anterior significa que hay evidencia suficiente para asegurar que | sea diferente
de Ho.

rechaza Ho si | cae fuera del intervalo x—tiH , x+t%

Con una confianza del 95 % se puede decir que no hay evidencia suficiente para
asegurar que hay repetitividad entre dias. Aunque estadisticamente no se puede hablar de
una repetitividad entre dias experimentalmente, quimicamente se puede explicar éste hecho
con base en la complejidad de la técnica y especificamente de la inyeccidn utilizada.

Andlisis de varianza de un solo factor. Alfa 0.05
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Tabla 15. Resumen del andlisis de la repetitividad entre dias.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
COIulmna 6 948171.667 158028.611 7015395227
COqumna 6 991538.167 165256.361 7634987420
Colu3mna 6 1100584.17 183430.694 9758932619

Tabla 16. Anélisis de varianza, resumen del anélisis de la repetitividad entre dias.

P Val
Origendelas Sumade Gradosde Promedio de T?ba ? .or
L. . F bilida critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
d para F
EIEe T AT 205562520 5 1027812600 0.1263 0.8822 3.6823203
0 2 58 4
Dentro delos 1.2205E+1 15 8136438422
grupos 1
Total 1.241E+11 17

5.3 Cinética de la ECA con el HHL.

Una vez que se obtuvo un método experimental confiable se procedio a la segunda

fase experimental en la que se hizo una cinética enzimatica con la finalidad de obtener el
tiempo optimo en el que habria una mayor produccién de &cido hipurico, para que fuera

apreciable la inhibicion por el captopril y los inhibidores LQM319 y LQM328.
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esperaba.

resultados obtenidos de éste experimento se analizaron

cinéticos, la Km, la Vmax y la ecuacion del fragmento de orden O de la cinética.

5.3.1 Resultados experimentales de la cinéticade la ECA conel HHL
determinados a partir de la produccionde ac. hipurico.

En la grafica 8 se aprecia que a un tiempo de 15 min se obtiene la mayor area, ésta

es la que fue empleada para los posteriores analisis, sin embargo no fue tan alta como se

La cinética enzimatica de la ECA con el HHL fue realizada como ya se menciono
con la finalidad de obtener la maxima produccién de &cido hipUrico sin embargo

para determinar los parametros
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de orden cero a oreden mixto.

Tiempo area Parénjet.ros
estadisticos
15 68349 71121.6667 X
15 70981 2845.60878
15 74035 4.00104344 cv
12 53248 58695.6667 X
12 60497 4807.1624
12 62342 8.18997836 cv
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Gréfica 8. Cinética de la ECA, se puede observar el area en funcion del tiempo y se aprecia el cambio

Tabla 17. Area obtenida de HA en funcion del tiempo en la cinética de la ECA en
presencia de HHL sin presencia de inhibidor.




9 51190 53491.3333 X
9 54628 1993.0623 s
9 54656 3.72595368 cv
6 39486 40320.6667 X
6 41199 857.334435

6 40277 2.12629033 cv
3 28931 28502.6667 X
3 28593 479.91909

3 27984 1.68376909 cv
0 14835 15073.6667 X
0 15472 347.220871

0 14914 2.3034931 cv

Tabla 18. Cinética enzimatica.
Valor promedio de las &reas en
funcion del tiempo.

15 71121.6667
12 58695.6667
9 53491.3333
6 40320.6667
3 28502.6667
0 15073.6667

5.3.2 Analisis del segmento de orden 1 de reaccion enzimatica de la ECA
conel HHL.

Las cinéticas enzimaticas presentan tres ordenes de reaccion, el primero es orden 1,
el segundo es mixto y finalmente presentan un orden 0. La ecuacion de linealidad y el
coeficiente de determinacion del fragmento de orden 1 de la cinética enzimatica sin

tratamiento matematico de linealizacion se pueden apreciar en la gréafica 9.
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Grafica 9. Segmento de orden 1 de la cinética de la ECA y el HHL sin prescencia del
inhibidor. Se puede apreciar que el coeficiente de determinacion es de 0.9993.

5.3.3 Analisis de la relacion de la concentracion de ac. hipurico
producido en la reaccion enzimatica de la ECA.

La cinética enzimética fue monitoreada en funcion de la concentracion de Ac.
hiparico, que como se puede observar en la siguiente reaccion, corresponde al producto de
la reaccion. De acuerdo con la relacién estequiométrica por cada mol de HHL se producird

un mol de &c. hipurico.

ECA
hipuril-histidil-leucina histidil-leucina + &cido hipurico.

Se esperaba que a un tiempo de 15 minuntos la cantidad producida de acido
hipurico correspondiera al valor medio de la curva de calibracion, pero como se puede
observar en la tabla 19, al tiempo de 15 min la produccion de acido corresponde al nivel
més bajo de la curva de calibracion. Para que la produccion de &cido hiparico fuera mayor
se tenian dos opciones, las cuales no eran viables por las condiciones experimentales; la
primera era aumentar el tiempo de la cinética lo que incrementaria los tiempos de anélisis y
la segunda aumentar las unidades enzimaticas en la reaccion, en cualquiera de los dos

casos se debia hacer un nuevo método.
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Tabla 19. Concentracion de HA como producto de la reaccion enzimatica entre la
ECA y el HHL determinda mediante la ecuacién de la curva de calibracion 1.

tiempo Concentracion drea
de HA
determinada
conlacurval

15 0.00013042 68349
15 0.00013569 70981
15 0.00014179 74035
12 0.00010022 53248
12 0.00011472 60497
12 0.00011841 62342
9 9.6105E-05 51190
9 0.00010298 54628
9 0.00010304 54656
6 7.2697E-05 39486
6 7.6123E-05 41199
6 7.4279E-05 40277
3 5.1587E-05 28931
3 5.0911E-05 28593
3 4.9693E-05 27984
0 2.3395E-05 14835
0 2.4669E-05 15472
0 2.3553E-05 14914
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Grafica 10. Grafico de la concentracion de HA de producto de la reaccion de la cinética
enzimatica de la ECA con el HHL en funcidn el area.
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En la grafica 10 se puede observar la relacion entre la concentracion de ac.

hiparico y el area obtenida, ésta es el tratamiento previo de los datos para hacer la

linealizacién de lineweber & Burk.

5.3.4 Determinaciénde los parametros cinéticos mediante la ecuacion de
lineweber &Burk.

En la tabla 20 se observa que la cantidad méaxima de ac. hipUrico que se obtuvo
en la cinética fue al tiempo de 15 min, partiendo de éste resultado se fijarian las
condiciones para la siguiente parte de la experimentacion, es decir la determinacion de la

inhibicion de los compuestos se haria en un tiempo de 15 minutos.

En la grafica 11 se observa el tratamiento matematico de los datos de la cinética
para la obtencion de los pardmetros cinéticos de Km y Vmax, y en la tabla 21 se

encuentran éstos valores.

Tabla 20. Pardmetros para la elaboracion de un grafico de lineweber & Burk.

tiempo 1/[HA] 1/éarea

15 7667.37104  1.46308E-05
15 7369.91365  1.40883E-05
15 7052.4448 1.35071E-05
12 9977.96865 1.878E-05

12 8716.96705 1.65297E-05
12 8445.31825 1.60406E-05
9 10405.3075 1.95351E-05
9 9710.54799  1.83056E-05
9 9705.27035 1.82963E-05
6 13755.7637  2.53254E-05
6 13136.6686  2.42724E-05
6 13462.7915  2.48281E-05
3 19384.8039 3.4565E-05
3 19642.1977 3.49736E-05
3 20123.6396 3.57347E-05
0 42744.5415 6.74082E-05
0 40537.0346 6.46329E-05
0 42457.7969  6.70511E-05
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Grafica 11. Lineweber & Burck para la determinacion de los parametros
enzimaticos de Km y Vmaz, se puede observar un coeficiente de determincion de
0.9999.

Tabla 21. Parametros obtenidos de la cinética enzimatica.

km Vmax 1/vmax

5.00E-04 2.50E+05 4.00E-06

5.4 Determinacién de la inhibicion de la ECA por los
compuestos captopril, LQM319 y LQM328.

El objetivo de éste proyecto de investigacion era medir el efecto de inhibicion de
los LOM319 y LQM328 frente al captopril de una forma cuantitativa. Como ya se
menciond anteriormente la cantidad méaxima de acido hipurico que se produjo en la cinética
correspondia al nivel més bajo de la curva de calibracion, esto implica que al efectuarse la
inhibicion de la ECA, la cantidad producida de acido hipdrico disminuiria y por ende los

resultados ya no serian cuantitativos.
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Se sabe que existe un error experimental al hacer una interpolacion en quimica, ya
que no existe evidencia que justifigue que los datos se comportaran bajo una misma
tendencia fuera de un intervalo que ha sido evaluado estadisticamente, por lo tanto no es
apropiado interpolar.

Ya se menciond anteriormente, que pese al largo tiempo de anlisis la cantidad de
acido hipurico producido por la reaccion enzimatica no fue tan alta como se esperaba, por
lo tanto no se pudo determinar en una forma cuantitativa la inhibicion de la enzima por los

inhibidores.

Se decidi6 hacer una determinacién cualitativa con los resultados obtenidos
empleando porcentajes, ya que el equipo proporcionaba sefiales reproducibles bajo las

condiciones experimentales.

5.4.1 Determinaciéndel % de inhibicién de la produccion de ac. hipurico
en la reaccidbn enzimatica en presencia de diferentes
concentraciones de captopril.

Una vez que se obtuvo el tiempo Optimo de analisis que fue de 15 minutos, se
procedié a la determinacion de la concentracion de captopril que diera como resultado una
inhibicion adecuada, las concentraciones empleadas fueron de 40, 0.8, 0.0255 y 1.26x107

KM, como se pueden apreciar en la tabla 22.

En la gréfica 12, se observa la inhibicion de la reaccién en un 86.41% a una
concentracion de 0.8 pM, la que de acuerdo con la experimentacion es la inhibicion
maxima, sin embargo se procedid a emplear la concentracion de 0.0255 pM, para observar
si los LQM’s presentaban menor o mayor inhibicion que el captopril a esa misma
concentracion.
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Grafica 12.  Porcentaje de inhibicién en funcion de la concentracion de captopril
[UM]. Se puede observar un porcentaje de inhibicion de 86.41 % a una [0.8 uM] de

captopril.

Tabla 22. 9% de inhibicion
de la produccién de HA
en funcién de la concentracién de

captopril.
[captopril %
uM] inhibicion
40 86.411
0.8 86.411
0.0255 69.1225

0.00126 44.5345

% de Inhibicion de la ECA en funcién de la concentracion pM de captopril.

* 100

04 inhibicién = 100 —
Blanco

x = [HA]
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5.4.2 Determinacién de la cantidad de ac. hipurico producido en la
reaccion enzimatica en presencia de diferentes concentraciones de

captopril.

En la grafica 13 se observa la cantidad producida por la ECA de &acido hipurico, en
funcion de las concentraciones de captopril empleadas, €éstds concentraciones no son
validas ya que fueron interpoladas de la ecuacion de la curva de calibracidn de la grafica 1,

pero sirven para observar la tendencia de inhibicion de la reaccion enzimatica.

50000
40000
2 30000
€
20000

[HA]

10000
—

(@)

-3 2 7 12 17 22 27 32 37 42 47
[captopril pM]

Gréfica 13. Produccion de HA a una [0.8 uM] de captopril. Se puede observar la
maxima inhibicion de la produccion de HA a ésta concentracion.

Tabla 23. Produccion de HA
en funcion de la concentracion
de captopril.*

[captopril puM] [HA]

40 5395.41667

0.8 4832.83333
0.0255 21960.3333
0.00126 39448

*A una [0.8 pM] de captopril la produccion de HA ya no es cuantitativa con el método
empleado ya que es inferior al determinado mediante las curvas de calibracion.
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5.4.3 Determinacion del porcentaje de inhibicion (% de inhibicion) de la
produccion de &c. hipurico en la reaccion enzimatica en presencia
de los compuestos LQM319y LQM328 usando como referencia una
concentracion de captopril de [25.5]mM.

Se procedi6 a hacer un analisis exploratorio de forma cualitativa en porcentajes para
observar la tendencia que seguiria la ECA en presencia de los compuestos. En la tabla 24,
se observa que a una concentracion de 25.5nM el captopril presentd una inhibicion de la
reaccion enzimatica de un 69.12%; el LQM319 una inhibicidén del 39.44% ; y el LQM328
tuvo que ser repetido dos veces ya que los coeficientes de variacion en la mediciones
fueron muy altos y presentaban por ende una dispersién que no es aceptable por las guias
de validacion; las inhibiciones del LQM328 fueron 10.57 y 9.68%, éstos resultados se
expresan por separado ya que como se menciond la dispersion de ambas muestras en cada

caso era alta, con un coeficiente de variacion del 64y 42 % respectivamente.

Esta variacion del coeficiente de variacion podria deberse a la solubilidad que

presentan los compuestos.

Porcentajes de inhibicién de la ECA por la inhibicion del compuesto LQM319 y LQM328.

% inhibicién = 100 — * 100

Blanco

X = [HA]
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Tabla 24. Porcentaje de inhibicion de los compuestos: captopril, LQM319 y LOM328
a una concentracion [25.5]nM frente a la ECA.

[25.5]nM  Captopril LQM319 LQMm328 LQM328

68.7184 41.7351 16.7464 6.5194

70.5392 42.9119 3.33 8.14

68.111 33.6743 11.64 14.3864
X 69.1228667 39.4404333 10.5721333 9.68193333
s 1.26361932 5.02816416 6.77164689 4.15398496
cv 1.82807713 12.7487548 64.0518491 42.9044987

En los graficos 14 y 15 se puede apreciar la inhibicion que presentan los
compuestos LQM319 y LQM328 con respecto al captopril, y se puede observar que la
inhibicion a esa concentracion presentada por el captopril es mayor.

miLQM 328 LQM 328 ®LQM 319 M Captopril

68.7184 70.5392

68.111

Grafico 14. % deinhibicion por el captopril y los LQM319 y LQM328. Se puede observar
que el LQM319 presenté mayor inhibicion que el LQM328.
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Grafica 15. % deinhibicion promedio con sus respectivas desviaciones estandar como
barras de error.
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6 Conclusiones.
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Conclusiones.

e Los resultados de la experimentacion muestran que se determind el efecto de los
compuestos LQM 319 y 328, sobre la cinética enzimatica “in vitro” de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA) y su sustrato hippuryl-L-histidil- leucina;
estudiado en un microarreglo por electroforesis capilar y se determind el cambio en
la actividad enzimatica de la misma.

e Ademas se desarrolldé un método analitico que es capaz de cuantificar al producto
de reaccion entre la ECA y el HHL, el &cido hiparico (HA) con una confianza del
95%, pero en el cual no se pudieron interpolar las concentraciones de la reaccion
en presencia de los inhibidores, porque éstas salian del intervalo y vya que la
extrapolacion no proporciona resultados que sean confiables.

e Se asegurd la confiabilidad de la curva de calibracion a través de los parametros de
exactitud, precision, linealidad del sistema y repetitividad entre dias.

o EI método demostrd ser lineal en el rango de concentraciones establecidas, repetible
entre dias y capaz de cuantificar con precision y exactitud.

e Se realizO una cinética enzimatica entre la ECA y el HHL para determinar el
tiempo 6ptimo en el que se podia apreciar la inhibicion de la enzima por el
captopril.

e Se hizo una comparacion entre el efecto del captopril y los compuestos LQM319
y LQM328 sobre la cinética de la ECA encontrandose que el que presentaba mejor
actividad era el LQM319.

e Se desarrolld la habilidad del manejo del equipo de electroforesis capilar, asi como
del material biologico. (HHL y ECA)
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[ Perspectivas.
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Perspectivas.

e La optimizacion del método desarrollado, daria la posibilidad de realizar de forma
cuantitativa la determinacion del efecto de los compuestos LQM319 y LQM328
sobre la reaccion enzimatica.

o Validar el desarrollo experimental.

e Se abre también la oportunidad para continuar con el proyecto de investigacion y
estudiar los mecanismos enziméticos de inhibicion de los compuestos hacia la ECA.

e Seria recomendable hacer estudios fisicoquimicos de solubilidad de los LQM319 y
LQM328 para obtener resultados mas confiables y reproducibles con coeficientes
de variacién bajos.

e Desarrollar nuevos métodos analiticos que involucren a farmacos y enzimas y

cuyas reacciones se puedan llevar a cabo dentro de un capilar de electroforesis.
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ELECTROFEROGRAMA DEL METODO SIN LA ENZIMA NI EL INHIBIDOR PRESENTES. (SE ANADIO HA.)
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ELECTROFEROGRAMA CON LA ECA PRESENTE SIN EL INHIBIDOR.
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ELECTROFEROGRAMA CON LA ECA PRESENTE SIN EL INHIBIDOR.
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COMPARACION DEL ESPECTRO DEL HA EN LA SOLN.

AGRAGADO. SIMILITUD DEL 91.83%
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COMPARACION DEL ESPECTRO DEL HA EN LA SOLN. 2 DE LA CURVA DE CALIBRACION VS EL HA DE LA SLN 6.
SIMILITUD DEL 98.18%
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COMPARACION DEL ESPECTRO DEL HA EN LA SOLN. DE LA ECA CON HHL VS EL ESPECTRO DE HA EN LA SLN DE HHL CON AH
AGRAGADO. SIMILITUD DEL 84.24%
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