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DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE COENZIMAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

1 INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico es un problema de salud publica, asociada con
resistencia a la insulina, obesidad, sindrome metabdlico y diabetes tipo 2. Dentro de su presentacion
evolutiva, la enfermedad incluye esteatosis hepdtica, esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis y
hepatocarcinoma. La esteatohepatitis es producida por el exceso de acidos grasos, los cuales pueden
inducir produccién de especies reactivas de oxigeno, una reaccion inflamatoria que deriva en
disfuncion y muerte celular a través de apoptosis o necrosis. La sobrecarga de lipidos y sus
consecuencias en el hepatocito, derivan de alteraciones del estado redox intracelular, el cual, se
establece por varias parejas redox como son: NADH/NAD*, NADPH/NADP* y GSH/GSSG. Estas
relaciones indican disponibilidad de equivalentes reductores requeridos para la lipogénesis de novo,
mecanismo mediante el cual los carbohidratos son transformados en lipidos. La sobre-regulacion de
este proceso contribuye a la enfermedad de higado graso no alcohdlico asociado con obesidad.
Actualmente, se cuenta con diferentes técnicas para el estudio de NADH/NAD* y NADPH/NADP*,
destacando entre ellas la electroforesis capilar, que es altamente sensible, reproducible y de bajo
costo en comparacién con las determinaciones convencionales; el desarrollo de dicho método es de
gran interés, ya que permite monitorear las relaciones redox durante el establecimiento de la
enfermedad de higado graso no alcohdlico, brindando asi una nueva posibilidad para el diagnéstico

temprano.

1.1 Nucleétidos de piridina

1.1.1 Generalidades

La Dinucleétido de Adenin Nicotinamida NAD*, también llamada difosfopiridina nucledtido y
Coenzima |, es una coenzima presente en todas las células vivas. En el metabolismo, el NAD* participa
en las reacciones redox (oxido-reduccidn) llevando los electrones de una reaccion a otra. Por tanto, se
encuentra en dos formas en las células: NAD* y NADH. El NAD*, es un agente oxidante, acepta
electrones de otras moléculas y pasa a ser reducido, formando NADH, que puede ser utilizado como

agente reductor que dona electrones. Estas reacciones de transferencia de electrones son la principal
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funcién del NAD*. Sin embargo, también es utilizado en otros procesos celulares, en especial como
sustrato de enzimas que anaden o eliminan grupos quimicos en las proteinas, en modificaciones post-
trasduccionales. Debido a la importancia de estas funciones, las enzimas que intervienen en el
metabolismo del NAD* son blanco terapéutico para el disefio de medicamentos. EIl NAD* también se
convierte en nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP*), cuya quimica es similar a la de la

coenzima NAD*, aunque tiene diferentes funciones en el metabolismo.

1.1.2 Propiedades fisicas y quimicas

El NAD* tiene la férmula molecular C1H27N7014, su peso molecular es de 663.425 g/mol y su punto de
fusién es de 160 °C. Consta de dos nucleétidos unidos por su par de grupos fosfato. Los nucledtidos
consisten de anillos de ribosa, uno con adenina adjunta al primer atomo de carbono (la posicién 1') y
el otro con nicotinamida en la misma posicién (Figura 1). El grupo nicotinamida puede estar
conectado en dos orientaciones a este dtomo de carbono anomérico; debido a estas dos posibles
estructuras, el compuesto existe como dos diestereoisomeros. La B-nicotinamida diestereocisémero
de NAD" es la que se encuentra en los organismos. Estos nucledtidos estan unidos por un puente de
dos grupos fosfato a través de los carbonos 5'. En apariencia, todas las formas de esta coenzima son
sustancias amorfas de color blanco, higroscépicas y muy solubles en agua. Los sélidos son estables si
se conservan en seco y en la oscuridad. Las soluciones de NAD* son incoloras y estables durante mas
0 menos una semana a 4°C y pH neutro, pero se descomponen rdpidamente en dacidos o alcalis.

Cuando se descomponen, forman productos que inhiben a la enzima dependiente de la coenzima.
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Figura 1. Los nucleédtidos de piridina en forma oxidada (NAD* y NADP*, izquierda) y reducida (NADH y
NADPH, derecha).!

Tanto el NAD* como el NADH absorben intensamente en el ultravioleta, debido a la base adenina. El
pico de maxima absorcion del NAD+ se encuentra en una longitud de onda de 260 nm, con un
coeficiente de extincién de 16,900 M~cm™. El NADH también absorbe a longitudes de onda mayores,
con un segundo pico de absorcion en el ultravioleta, a 340 nm, con un coeficiente de absortividad

molar de 6220 M*cm (Figura 2).
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Figura 2. Espectros de absorcién de NAD*y de NADH.2

1.1.3 Biosintesis

El NAD* se sintetiza a través de dos rutas metabdlicas: una ruta de novo a partir de aminodacidos, o en
rutas de rescate mediante el reciclado de componentes preformados como nicotinamida convertida

de nuevo a NAD".

1.1.3.1 Produccion de Novo

La mayoria de los organismos sintetizan NAD* a partir de componentes simples. El conjunto especifico
de reacciones varia entre los organismos, una caracteristica comun es la generacién de acido
Quinolinico (QA) a partir de un aminodcido, ya sea triptéfano en los animales y algunas bacterias, o
bien acido aspartico en algunas bacterias y plantas. El acido Quinolinico se convierte en acido
nicotinico Mononucleétido (NaMN) mediante transferencia de un grupo fosforibosa. Un grupo
adenilato se transfiere entonces para formar acido nicotinico adenina dinucledtido (NaAD). Por

ultimo, el grupo acido nicotinico del NaAD es amidado a un grupo nicotinamida (Nam), formando
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nicotinamida adenina dinucleétido. En un nuevo paso, algunos NAD* se convierten en NADP*

mediante la NAD* kinasa, que fosforila el NAD*. 3

En la mayoria de los organismos, esta enzima utiliza ATP como fuente del grupo fosfato, aunque en
las bacterias como Mycobacterium tuberculosis y en las arqueas como Pyrococcus horikoshii, el

polifosfato inorgdnico es una alternativa como donante de fosfato.

N
N\, —~NH;
NAD N,r
o] ~/\N
HO  OH 'o—|||9|—o /o\/N\//
B e e
N 0—P—O0  HO  OH
O/KQ\ 1
< o]
ATP —~S
ADP « "
r \\,—~NH;
! Nf
s
0
_ /N
HO  OH O—T—o 0 N
r //\——— K i v
y //\N‘ (o} 0—P—0O HO (o]
adh I ]
N 0 o—lpl—o
NADP 0

Figura 3. Sintesis de NADP mediante la accién de NAD* kinasa.*
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1.1.3.2 Rutas de rescate

Ademas de formar NAD" de novo a partir de aminodacidos precursores simples, las células también
reciclan compuestos preformados que contengan nicotinamida. Aunque se conocen otros
precursores, los tres compuestos naturales que contienen el anillo nicotinamida y usan las rutas de
reciclaje son el acido nicotinico (Na), la nicotinamida (Nam) y la nicotinamida ribdsido (NR). Los
precursores son reciclados a NAD(P)* a través de reacciones de adenilacién y fosforibosilacién. Estos
compuestos se pueden tomar a partir de la dieta, como la vitamina B3 o niacina. Sin embargo, estos
compuestos también son producidos en las células, cuando el grupo nicotinamida se libera a partir
del NAD* en las reacciones de transferencia de ADP-ribosa. De hecho, las enzimas que participan en
dichas rutas de rescate parecen estar concentradas en el ntcleo de la célula, lo que puede compensar
el alto nivel de reacciones que consumen NAD"* en este organelo. Las células también pueden tomar
NAD™* extracelular a partir de su entorno. A pesar de la presencia de la ruta de novo, las reacciones de
rescate son esenciales en los seres humanos. Una carencia de nicotinamida en la dieta provoca una

enfermedad llamada pelagra.

Esta elevada exigencia de NAD" resulta del constante consumo de la coenzima en reacciones como las
modificaciones post-trasduccionales, ya que el ciclado del NAD* entre las formas oxidadas y reducidas
en las reacciones redox no cambia los niveles generales de la coenzima. Las rutas de rescate utilizadas
por los microorganismos difieren de las de los mamiferos. Por ejemplo, algunos agentes patdgenos,
como la levadura Candida glabrata y la bacteria Haemophilus influenzae son auxdétrofos de NAD®, es
decir, no pueden sintetizar NAD* y dependen de las rutas de rescate. AuUn mas sorprendente es el
patdgeno intracelular Chlamydia trachomatis, que carece de genes implicados en el rescate o en la

biosintesis de NAD*y NADP", y que en su lugar obtiene estas coenzimas de su anfitrion.’

1.1.4 Funciones
La nicotinamida adenina dinucledtido tiene varias funciones esenciales en el metabolismo. Actua

como coenzima en las reacciones redox, como donante de grupos ADP-ribosa en las reacciones de

ADP-ribosilacién, como precursor del segundo mensajero de la molécula ciclica de ADP-ribosa, asi
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como sustrato para las DNA ligasas bacterianas y un grupo de enzimas llamadas sirtuinas, que usan

NAD" para eliminar los grupos proteicos acetilo.

1.1.4.1 Oxidoreductasas

La principal funcién del NAD* en el metabolismo es la transferencia de electrones de una reaccién
redox a otra. Este tipo de reaccidn es catalizada por un gran grupo de enzimas llamadas
oxidorreductasas. Los nombres correctos para estas enzimas contienen los nombres de sus sustratos:
por ejemplo, la NADH-ubiquinona oxidorreductasa cataliza la oxidacién del NADH por la coenzima Q.
Sin embargo, estas enzimas son también conocidas como deshidrogenasas o reductasas, por lo que la
NADH-ubiquinona oxidorreductasa también suele ser llamada NADH deshidrogenasa o, a veces,

coenzima Q reductasa.

Cuando estan enlazados a una proteina, el NAD* y el NADH suelen mantenerse en una estructura
conocida como pliegue Rossmann (Figura 4.). El nombre proviene de Michael Rossmann, que fue el
primer cientifico en darse cuenta de lo comlUn que es esta estructura dentro de las proteinas

enlazadas a nucledtidos.

Figura 4. Pliegue de Rossman
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Este pliegue contiene tres o mas hebras beta paralelas enlazadas mediante dos hélices alfa en el
orden beta-alfa-beta-alfa-beta. Esto forma una hoja beta flanqueada por una capa de hélices alfa a
cada lado. Debido a que cada pliegue Rossmann enlaza un nucleétido, los dominios de enlace para el
dinucleétido NAD* consisten de dos pares de pliegues Rossmann, con cada pliegue enlazando un
nucleétido dentro del cofactor. Sin embargo, este pliegue no es universal entre las enzimas
dependientes de NAD*, ya que se ha descubierto recientemente que una clase de enzimas
bacterianas involucradas en el metabolismo de los aminodcidos se enlazan a la coenzima pero

carecen de esta forma de pliegue.

Cuando se enlaza al sitio activo de una oxidoreductasa, el anillo nicotinamida de la coenzima se
coloca de modo que pueda aceptar un hidruro del otro sustrato. Ya que el carbono C4 que acepta el
hidrégeno es proquiral, esto puede ser explotado en la cinética de enzimas para dar informacion
sobre el mecanismo enzimatico. Esto se hace mediante la mezcla de una enzima con un sustrato que
tiene dtomos de deuterio sustituidos por los hidrégenos, de tal forma que la enzima reducird el NAD*
mediante la transferencia de un deuterio en lugar de un atomo de hidrégeno. En este caso, una
enzima puede producir uno de los dos estereoisémeros de NADH. En algunas enzimas, el hidrégeno
se transfiere desde el plano superior del anillo de nicotinamida (las oxidorreductasas clase A),
mientras que en otras enzimas (las oxidorreductasas de clase B) la transferencia se produce desde

abajo.

A pesar de esta similitud en la forma en que las proteinas se unen a las coenzimas, las enzimas casi
siempre muestran un alto nivel de especificidad, ya sea por el NAD* o el NADP*. Esta especificidad
refleja las distintas funciones metabdlicas de las dos coenzimas, y es el resultado de diferentes clases
de residuos de aminodcidos en los dos tipos de sitios de unién a la coenzima. Por ejemplo, en el sitio
activo de las enzimas dependientes de ADP, se forma un enlace idnico entre una cadena lateral de
aminodcidos basicos y el grupo fosfato acido del NADP*. Por el contrario, en las enzimas dependientes
de NAD", la carga en este pliegue se invierte, impidiendo el enlace del NADP*. Sin embargo, hay
algunas excepciones a esta regla general, y enzimas como la aldosa reductasa, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, y la metilentetrahidrofolato reductasa pueden utilizar ambas coenzimas en algunas
especies. Se conocen al menos unas 200 deshidrogenasas piridin dependientes, y actian en

diferentes aspectos del metabolismo, las mas destacadas se enlistan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Deshidrogenasas piridin dependientes

Enzima

B-hidroxibutirato- deshidrogenasa

Lactato deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

Localizacion Funcion

Mitocondria Conversidn de Acetoacetato
a B-hidroxibutirato genera
NAD* en la formacién de
cuerpos cetdnicos

Citosol Reduccién de piruvato a
lactato generando NAD* a

partir de NADH

Mitocondria y

Citosol Oxidacién de L-malato a

Oxalacetato en la ultima
etapa del ciclo del acido

citrico generando NADH+H

Citosol Cataliza el primer paso de la

via de las pentosas fosfato,
generando NADPH que es
esencial para otras rutas

biosintéticas.
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1.1.4.2 Papel en el metabolismo redox

Las reacciones redox catalizadas por oxidorreductasas son vitales en todo el metabolismo, pero una
parte particularmente importante es la liberacién de energia de los nutrientes. Los compuestos
reducidos, como la glucosa, se oxidan, liberando asi la energia. Esta energia se transfiere al NAD*
mediante reduccién a NADH, como parte de la glucolisis y el ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs). En
eucariotas, los electrones transportados por el NADH que se produce en el citoplasma mediante
glucolisis son transferidos al interior de la mitocondria por lanzaderas mitocondriales, como la
lanzadera malato-aspartato. El NADH es oxidado a su vez por la cadena de transporte de electrones,
que bombea protones a través de la membrana y genera ATP a través de la fosforilacidon oxidativa.

Estos sistemas de lanzadera también tienen la misma funcidn de transporte en los cloroplastos.®

Dado que tanto las formas oxidadas como reducidas de NAD* se utilizan en estos conjuntos de
reacciones enlazadas, la célula mantiene aproximadamente concentraciones iguales de NAD* y NADH.
Una proporcion alta de NADH/NAD* permite a este coenzima actuar como agente oxidante y como
reductor. En contraste, la funcidn principal del NADP* es como agente reductor en el anabolismo,
estando la coenzima implicada en rutas como la sintesis de acidos grasos y la fotosintesis. Dado que el
NADPH es necesario para conducir las reacciones redox como un fuerte agente reductor, la
proporcion NADPH/NADP* se mantiene muy baja. Aunque es importante en el catabolismo, el NADH
se utiliza también en las reacciones anabdlicas, como la gluconeogénesis. Esta necesidad de NADH en
el anabolismo plantea un problema creciente para los procariotas que crecen en nutrientes que
liberan sélo una pequena cantidad de energia. Por ejemplo, las bacterias nitrificantes como
Nitrobacteroxidan el nitrito a nitrato, lo que libera energia suficiente para bombear los protones y
generar ATP, pero no la suficiente como para producir NADH directamente. Como el NADH sigue
siendo necesario para las reacciones anabdlicas, estas bacterias utilizan una nitrito oxidoreductasa
para producir la suficiente fuerza motriz de protones como para ejecutar parte de la cadena de

transporte de electrones en sentido inverso, generando NADH. ’
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1.1.4.3 Funciones no redox

La coenzima NAD* se consume también en las reacciones de transferencia de ADP-ribosa. Por
ejemplo, las enzimas llamadas ADP-ribosiltransferasas afiaden la fraccion ADP-ribosa de esta
molécula a las proteinas, en una modificacidén postraduccional llamada ADP-ribosilacién. Esta reaccion
implica la adicién de un solo grupo ADP-ribosa (mono-ADP-ribosilacién), o la transferencia de ADP-
ribosa a las proteinas en cadenas largas ramificadas (poli-ADP-ribosilacién). La mono-ADP-ribosilacion
se identificé por primera vez como el mecanismo de un grupo de toxinas bacterianas, en particular la
toxina del célera, pero también participan en la sefializacion celular normal. La poli-ADP-ribosilacion
es llevada a cabo por las polimerasas poli-(ADP-ribosa). La estructura de poli-(ADP-ribosa) esta
implicada en regular varios eventos celulares, destacando la reparacion del ADN o el mantenimiento

del telémero.?

Otra funcién de esta coenzima en la seializacion celular es como precursor de la ADP-ribosa ciclica,
que se produce a partir de NAD" por ADP-ribosil ciclasas, como parte de un sistema de segundo
mensajero. Esta molécula actia en la sefializaciéon de calcio mediante la liberacién de calcio de las
reservas intracelulares. Esto lo hace mediante el enlace y apertura de una clase de canales de calcio
llamados receptores de rianodina, que se encuentran en las membranas de los organulos como el
reticulo endoplasmatico. EI NAD* también es consumido por las sirtuinas, que son deacetilasas
dependientes de NAD, como la Sir2. Estas enzimas actlian mediante la transferencia de un grupo
acetilo de sus proteinas sustrato a la fraccion ADP-ribosa del NAD*; esto rompe la coenzima vy libera
nicotinamida y O-acetil-ADP-ribosa. Las sirtuinas parecen estar implicadas en la regulacion de la
transcripcidn a través de histonas deacetilantes y alteracidn de la estructura del nucleosoma. Aunque
las proteinas no histonas pueden ser desacetilizadas también por las sirtuinas. Esta actividad de las

sirtuinas es especialmente interesante debido a su importancia en la regulacién del envejecimiento.’
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1.1.5 Farmacologia

Las enzimas que sintetizan y utilizan NAD* y NADH son importantes tanto en la farmacologia actual
como en la investigacion de futuros tratamientos para enfermedades. La coenzima NAD* es
potencialmente util en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson. El NAD* es también un objetivo directo del medicamento isoniacida, que
se utiliza en el tratamiento de la tuberculosis, una infecciéon causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis. Dado que un gran nimero de oxidorreductasas son dependientes de NAD* y NADH
como sustratos, y se enlazan a ellos mediante una forma estructural muy conservada, se sugiere que
los inhibidores de NAD* sean especificos para cada enzima, algo que resulta sorprendente. Por
ejemplo, los inhibidores basados en los compuestos de acido micofendlico y tiazofurina inhiben la
IMP deshidrogenasa en el sitio de unién del NAD*. Debido a la importancia de esta enzima en el
metabolismo de las purinas, estos compuestos pueden ser utiles como anti cancerigenos, antivirales o
farmacos inmunosupresores. Otros farmacos no son inhibidores de la enzima, sino que activan las
enzimas que participan en el metabolismo del NAD'. Las enzimas sirtuinas son un objetivo
particularmente interesante para tales medicamentos, ya que la activacidn de estas deacetilasas
dependientes de NAD* extiende su vida util. Los compuestos como el resveratrol aumentan la
actividad de estas enzimas, lo que puede ser importante en cuanto a su capacidad para retrasar el

envejecimiento, tanto en vertebrados como en invertebrados.™

1.1.6 Funcién de NADPH/NADP* en la esteatohepatitis hepatica no alcohdlica

El NADP* (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) se utiliza en las reacciones anabdlicas, como la

sintesis de lipidos y acidos nucleicos, que requieren NADPH como agente reductor.

La fase oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato es la principal fuente de NADPH en las células. El
NADPH proporciona los equivalentes reductores para las reacciones biosintéticas y de oxidacidn-
reduccion involucradas en la proteccidon contra la toxicidad de las especies de oxigeno reactivas.
También se emplea en las rutas anabdlicas, como sintesis de lipidos, de colesterol y elongacidon de la
cadena de acidos grasos. Asimismo, es la fuente de equivalentes reductores en la hidroxilacidon de

compuestos aromaticos, esteroides, alcoholes y otras sustancias.
e
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El equilibrio entre las formas oxidadas y reducidas de NAD celular refleja tanto las actividades
metabdlicas como la salud de las células. Los efectos de la proporcién NADH/NAD* son complejos, y
controlan la actividad de varias enzimas, incluyendo la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa vy la

piruvato deshidrogenasa.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es una enzima constitutiva presente en la mayoria de las células
con una funcién clave, dado que limita el flujo de carbono a través de la via de las pentosas fosfato,
generando pentosas fosfato y NADPH, este ultimo indispensable en biosintesis reductora y en
mantener el estado redox celular. EIl NADPH es un cofactor esencial para la reduccién del glutatién
oxidado (GSSG) a su forma reducida (GSH) mediante la reaccidn catalizada por la glutatién reductasa,
la cual tiene la propiedad de metabolizar especies reactivas de oxigeno. En este contexto
aparentemente la relacion NADPH/NADP* es critica para el estado redox intracelular y su alteracién
pudiera favorecer la esteatosis y el estrés oxidante caracteristicas de la enfermedad del higado graso

no alcohdlica.

En la obesidad se ha demostrado que un aumento en la actividad y expresion de la G6PD, asi como en
la relacion de NADPH/NADP* estimulan la expresion de genes marcadores del adipocito, aumento de
TG vy liberaciéon de &acidos grasos libres en el medio.'! Ademds de reducir adiponectina y de
incrementar la expresién de TNF-a, interleucina-6 y resistina. Al mismo tiempo, la sobre-expresién de
G6PD exacerba la produccidén de especies reactivas de oxigeno y de sefales inflamatorias, que
pudiera influir en la sensibilidad a la insulina y permitir el reclutamiento e infiltracién de macréfagos
en dicho tejido. En el paciente con deficiencia de la G6PD se ha observado un decremento en la
velocidad lipogénica y en las concentraciones de lipoproteinas, de aqui la importancia de la G6PD en
la sintesis de acidos grasos!®'* Concomitante con esto la dehidroepiandostenediona, inhibidor de la

G6PD interfiere con la adipogénesis al reducir la relacion NADPH/NADP*, 1415 16
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1.2 Electroforesis Capilar

La Electroforesis Capilar (EC) es una de las técnicas de separacion mas utilizadas en la actualidad a
nivel mundial. Su mayor area de impacto estd vinculada con el andlisis de biomoléculas, apoyando asi
a un sin numero de areas y permitiendo resolver gran variedad de problemas analiticos. Desde
siempre, los cientificos que trabajan con material de origen bioldgico han tenido la necesidad de
separar y examinar las propiedades de moléculas con peso molecular alto, tales como proteinas,
enzimas, acidos nucleicos, lipidos complejos, carbohidratos y adn fragmentos de DNA. El principal
reto es no dafiarlas o mantener sus propiedades de tal forma que no sean modificadas
significativamente; esto es lo que lleva al mejoramiento de equipo y desarrollo de nuevas técnicas.
Sus principales ventajas son: alta resolucién, alta eficiencia de separacion, corto tiempo de andlisis,
pequefias cantidades de muestra y separaciéon de un sin nimero de compuestos, y una gama de
mecanismos que proporcionan una separacién selectiva. La EC se asemeja a las técnicas
electroanaliticas de separacion en las que las variables electroliticas son decisivas en el proceso
separativo; no obstante, existe una diferencia fundamental, se minimiza la electrélisis. El mecanismo
de separacion de la electroforesis capilar es el mismo de la electroforesis convencional. La migracién
diferencial dentro de zonas discretas es debido a diferencias en las movilidades electroforéticas, las
cudles a su vez estan vinculadas con la relacién carga/masa y con la conformacion de los analitos.
Para ello, el capilar de separacién se llena con electrolito soporte (solucién amortiguadora) y se
coloca entre dos depdsitos que también lo contengan: los electrodos son conectados a una fuente de
poder, que genera hasta 30 kV, y se sumergen en los depdsitos por separado. La introduccién de una
muestra se realiza sustituyendo un depdsito de solucién amortiguadora por el contenedor con la
muestra durante este proceso. Un volumen de muestra definido es introducido en el tubo capilar, ya
sea por presién o por la aplicacion de un pequefio voltaje por algunos segundos. Después se aplica
una diferencia de potencial (o de corriente) para realizar la separacion. Las especies idnicas en la
muestra migran con direccién y velocidad determinadas por su carga y masa; eventualmente pasan

por un detector y |a sefial obtenida entonces se conoce como Electroferograma.t’-18
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Figura 5. Componentes de un equipo de Electroforesis Capilar.*®

1.2.1 Fundamento de la técnica

Muchas moléculas importantes en biologia, tales como aminodcidos, péptidos, proteinas y acidos
nucleicos, poseen grupos ionizables y pueden tenerse en disolucion en forma de especies con carga
eléctrica, tanto como cationes (+) o como aniones (-). Ademds, las moléculas que tienen cargas
similares poseen distintas relaciones carga/masa, debido a inherentes diferencias de peso molecular.
En conjunto, estas diferencias constituyen la base suficiente para una migracion diferencial, cuando
los iones en disolucién se someten a un campo eléctrico, por la imposicién de una diferencia de
potencial eléctrico entre dos electrodos. Los cationes se trasladan hacia el catodo (-) y los aniones
hacia el anodo (+) a velocidades que dependen del equilibrio entre la fuerza impulsora del campo
eléctrico sobre los iones cargados de la muestra y las fuerzas de retardo entre las moléculas que
migran y el medio circundante, que son principalmente fuerzas de friccidn electrostaticas. El material
de la muestra debe estar en solucion, puede ser en agua o en un disolvente miscible con el agua, de
tal manera que sea miscible con el medio conductor (electrolito soporte) para que tenga efecto el
fendmeno electroforético. La corriente se mantiene por todo el circuito ya que los electrodos estan

sumergidos en una especie de viales que contiene solucién amortiguadora. Durante la separacion en
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los electrodos se producen iones hidroxilo e hidrégeno en el cadtodo, mientras que en el anodo se

forman oxigeno e iones hidrégeno.

En disolucidn libre, hay una resistencia de friccion minima entre los iones y la disolucién, y tiene lugar
una rapida migracion de los iones. La versatilidad de la electroforesis para la separacion de sustancias
con carga eléctrica, desde pequenos iones inorgdnicos hasta grandes moléculas, dependen en gran
parte de que se lleve a cabo sobre o en un medio de soporte adecuado y relativamente homogéneo.
Algunas veces puede idearse un medio que interactie especificamente con los iones que hay que
separar, para explotar asi las diferencias de la relacion carga/masa e introducir de este modo fuerzas
de retardo especiales que convengan al andlisis. Como se ha mencionado, las separaciones
electroforéticas se originan por las diferentes movilidades de los analitos. La movilidad electroforética
se ve afectada por la carga, la forma y el tamafio del analito, asi como de la viscosidad del medio. Las
propiedades del disolvente tales como la fuerza idnica, el pH y la constante dieléctrica, también son
importantes porque influyen sobre la carga efectiva del analito y, en el caso de moléculas grandes,

sobre su forma y tamafo hidrodinamico.

Hep aniones Hep neutras Hep cationes
e (=0) — Detector
N N X
+ w / .. A \\‘- // ) A =\ -
, ) - ] | - ‘ | ] ( \‘v
Anodo SR _,/"" N \ ' &/ r*\"/l', Catodo

Figura 6. Representacion general del proceso electroforético.

1.2.2 Movilidad electroforética

La separacion electroforética esta basada en las diferencias de velocidad de los analitos en presencia
de un campo eléctrico. La velocidad de una analito, cuando ningun flujo electrosmético esta presente

puede ser dado por la siguiente ecuacion
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Donde:
v = la velocidad del analito
u=la movilidad electroforética

E= campo eléctrico

El campo eléctrico es una simple funciéon de la aplicacién del voltaje y la longitud del capilar
(voltios/cm). La movilidad electroforética depende de la especie idnica, del tamafio, de la carga, de la

temperatura, de la concentracién y de la naturaleza del analito.

1.2.3 Flujo electrosmético

Un constituyente fundamental de la Electroforesis Capilar es el llamado Flujo Electrosmético (FEO).
Este flujo se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucidn iénica cuando entra en
contacto un electrolito con una superficie sélida cargada, la interfase se pone en contacto con la
solucidn que contiene el electrolito soporte, la superficie del sélido esta con carga negativa debido al
aumento en la ionizacién de los grupos silanol (a pH mayor de 4) y conjuntamente con sus

contraiones forman una doble capa eléctrica. 2% %>

Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos silanol, H*) 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 denominado flujo electrosmético.
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OH OH OH OH AltopH O O O~ O
- L — 1] |l
Si Si Si Si 51 Si Si Si
Bajo pH
| | [ |

Figura 7. Representacion del equilibrio de los grupos silanol en la pared del capilar de silice fundida en
funcion al pH. 2

Bajo condiciones alcalinas la superficie del sélido posee un exceso de cargas negativas (Figura 6). Esto
resulta de la ionizacién de la superficie (equilibrio acido-base), de la adsorcion de las especies idnicas
a la superficie, o de ambas. Para la silice fundida probablemente ocurren ambos procesos, aunque el
FEO se controla mas por el gran nimero de grupos silanol (SiOH) que pueden existir en forma

ionizada (SiO").

1.2.4 Electrolito Soporte

El amortiguador determina y estabiliza el pH del medio soporte, ademds determina las especies
quimicas predominantes de los analitos con propiedades acido-base, por lo que afecta a la velocidad
de migracion de los compuestos en diversas formas. También proporciona un medio conductor, la
cantidad de iones determina la fuerza idnica del mismo y por tanto afecta la corriente eléctrica a

obtener.

1.2.5 Calor de Joule

La principal ventaja de llevar a cabo la separacion electroforética en capilares es la reduccién del
efecto de calentamiento, el cual tradicionalmente limitaba a las técnicas electroforéticas. El
calentamiento es un problema grave ya que provoca gradientes de temperatura no uniformes,
cambios locales de viscosidad y subsecuentemente zonas de ensanchamiento. El calor generado por
el paso de corriente eléctrica es llamado Calor de Joule. El incremento de temperatura depende del
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potencial generado (producto del voltaje y la corriente) y estd determinado por las dimensiones del
capilar, la conductividad del amortiguador y el voltaje aplicado. Lo anterior provoca falta de

reproducibilidad en los resultados, por ello es vital evitar corrientes eléctricas elevadas.

1.2.6 Instrumentacion

1.2.6.1El capilar

Por lo general, los capilares que se emplean en electroforesis estdn hechos de silice fundida y sin
recubrimiento interno. Las variaciones en el diametro y en la longitud del capilar pueden afectar la
resolucion electroforética. El aumento de la longitud del capilar da como resultado un tiempo de

migracion mas prolongado, que suele aumentar la resolucién y genera una corriente mas baja.

1.2.6.2 Introduccion de la muestra

El volumen de muestra introducido al sistema es un aspecto de suma importancia en EC ya que con el
volumen adecuado se pueden obtener mejores sefiales en los electroferogramas. Esto es, un volumen
grande de inyeccion de muestra produce un limite de deteccién y cuantificacidon bajos, ademas de la
posible saturacion del capilar, la cual deformara los picos presentes en el electroferograma perdiendo
resolucidn entre las especies debido al traslape de las mismas. Por otro lado un volumen pequeio

genera sefiales que pueden confundirse con ruido.

EC cuenta con dos mecanismos de introduccion de muestra:

e Electrocinético

e Hidrodindamico
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El mecanismo electrocinético se basa en las propiedades eléctricas de los componentes de la
muestra, en donde las especies idnicas son introducidas mediante la aplicaciéon de un voltaje. Este
mecanismo tiene el inconveniente de que las especies no son introducidas de manera homogénea ya

gue dependen de su carga, tamafio y la polaridad utilizada.

Por otro lado, la introduccion hidrodinamica, se lleva a cabo mediante diferencia de presion, es decir,
forzando la introduccién de la muestra al capilar. Este es un sistema confiable y no selectivo que
permite obtener resultados altamente reproducibles, debido a que el volumen introducido se
encuentra en funcién de la dimensidn del capilar, la viscosidad del medio, la presién aplicada y el

tiempo en el que dicha presién se ejerce.

1.2.6.3 Voltaje

El voltaje regula la corriente y, por lo tanto, la velocidad de migracion es proporcional a la diferencia
de potencial existente en el medio de soporte. La EC ofrece la ventaja de aplicar elevados voltajes que
minimizan los periodos de andlisis, sin embargo, la corriente que es capaz de soportar el equipo y la
elevada o baja fuerza idnica dada por la concentracién de la solucién amortiguadora al aplicar una

diferencial de potencial, determinan el voltaje que puede ser aplicado en el medio.

1.2.7 Monitoreo en fluidos bioldgicos por Electroforesis Capilar

Un prerrequisito para el monitoreo de determinado analito en fluidos bioldgicos (suero, orina,

extracto de tejidos, bilis, etc.) es el desarrollo y validacién de un método analitico que permita la

determinacidn exacta de su concentracion. Una de las desventajas de los fluidos bioldgicos es la
presencia de otros varios compuestos como proteinas, altas concentraciones de sales, etc., sin
embargo, la aplicacion de algun pretratamiento como extraccion, ultra-centrifugacidn, filtracion, etc,
aparte de eliminar interferencias pueden ayudar a aumentar la sensibilidad hasta los niveles

requeridos.?*
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2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GENERAL

Desarrollar un método analitico por electroforesis capilar que permita monitorear la relaciéon de

NADH/NAD*y NADPH/NADP* en tejido hepatico de ratas con modelo de higado graso y control.

2.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

Establecer las condiciones dptimas de analisis que permitan la identificacién y separacion de

NAD*, NADH, NADP*, NADPH.

e Seleccionar el tratamiento adecuado del tejido hepatico que permita el monitoreo de las

coenzimas con el método establecido.

e Evaluar los pardmetros estadisticos del método a fin de establecer su confiabilidad.

e Monitorear la relacidn de las coenzimas en tejido hepatico de ratas con modelo de higado

graso y control.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Sitio de trabajo

El trabajo experimental se llevé a cabo en la Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica del
Hospital de Especialidades “Bernardo Sepulveda Gutiérrez”. Centro Médico Nacional Siglo XXI del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

3.2 Reactivos

Los reactivos utilizados en el presente trabajo fueron de grado analitico adquiridos de las casas
comerciales: Sigma Aldrich (NAD, NADH, NADP, NADPH y Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa). Técnica
Quimica S. A. (KH;PO,), Mallinckrodt Chemical Works (Na;B407.10H,0). Productos Quimicos
Monterrey S. A. (MgCl,y NaOH).

3.3 Equipos

e Equipo de Electroforesis Capilar ProteomelLab PA800 (Beckman Coulter), con detector de

arreglo de diodos DAD.

e Balanza Analitica (Sartorius AX224).

e Centrifugadora (Thermo Scientific Sorvall ST40R).

e Potencidmetro (Beckman Expandomatic SS-2).

e Homogenizador (Polytron PT 1200).

e Temp Blok Module Heater (Lab-Line Instruments, Inc.).
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3.4 Animales de experimentacion e induccién de higado graso

El presente trabajo utilizé 16 ratas macho (Sprague Dawley) de 2 meses de edad con un peso
promedio entre 230 y 250 gramos distribuidos al azar en dos lotes y sujetos a los siguientes
tratamientos: 1) Control, 2) Fructosa. La fructosa al 40 % fue administrada en agua de beber por 16
semanas ad libitum; el control recibié solo agua. Los roedores fueron mantenidos conforme a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999), para el cuidado y uso de animales de laboratorio. La
dieta de los roedores fue Chaw (Purina) ad libitum. Al terminar los tratamientos los animales fueron
sacrificados bajo anestesia (pentobarbital sédico) procediendo a disectar fragmentos de higado. Una

vez obtenidos los fragmentos fueron almacenados a -70 °C hasta su uso.

3.5 Tratamiento 6ptimo de las muestras

Fragmentos de higado fueron homogeneizados al 20% (P/V), centrifugados a 1500 rpm por 20 min, y
separados en dos alicuotas (200 pL). Una fue tratada enzimaticamente para transformar NAD* y
NADP* a sus formas reducidas NADH y NADPH, respectivamente (Figura 2). La mezcla de reaccién
contenia glucosa-6-fosfato 9 mM, MgCl, 0.1 mM y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (Saccharomyces
cerevisiae) mas 200 uL del sobrenadante, se procedid a incubar 30 min a 37 °C. Terminado el tiempo
de reaccidn, las muestras mas las alicuotas destinadas para la determinacién directa fueron
calentadas a 60 °C por 1 h y centrifugadas a 1500 rpm por 20 min, los sobrenadantes fueron filtrados
a través de una membrana de acetato de celulosa previamente tratada (H,O/NaOH/HO,
centrifugando a 7000 rpm por diez minutos después de cada paso). Antes de inyectar la muestra se

determind proteinas totales para corroborar la exclusion total de macromoléculas.
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3.6 Caracteristicas del capilar y condiciones de analisis por Electroforesis Capilar

El presente estudio utilizé el equipo de Electroforesis capilar con detector de arreglo de diodos y
controlado mediante el software Karat 8.0.. EI método de andlisis desarrollado requiere un
acondicionamiento del capilar de 7 minutos con la solucién amortiguadora seleccionada a 35 psi. La
inyeccion de la muestra al capilar fue por presién hidrodindmica por 5 s a 0.5 psi, realizando el analisis
a 25 kV por 30 minutos. Se montd un capilar de silice fundida de 60.2 cm de longitud total y 50 cm
de longitud efectiva con un didmetro interno de 75 pum. Durante el andlisis la temperatura fue

mantenida a 25 °C.

3.7 Método de lavado

Para eliminar cualquier impureza o sustancia adsorbida en la parte interna del capilar, fue necesario
implementar la siguiente técnica de lavado: Pasar NaOH 1.0 M mediante presién hidrodindmica de 35
psi a temperatura de 40 °C por 20 minutos, posteriormente NaOH 0.1 M a 25 °C por 20 minutos
empleando 35 psi de presidn. Finalmente, inyectar agua mili Q con presion hidrodindmica de 35 psi
de presién a temperatura de 25 °C por 20 minutos al inicio de la jornada de andlisis, esto es,

diariamente entre cada cinco corridas.
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Tabla 2. Condiciones 6ptimas de analisis por Electroforesis Capilar

Condiciones Electroforéticas

Longitud total (cm)

Longitud efectiva (cm)

Diametro interno (um)

Material del capilar de trabajo

Temperatura del capilar durante el

analisis (°C)

Solucion amortiguadora

Voltaje (kV)

Tipo de inyeccion

Parametros de inyeccion

(Presion/Tiempo)

Longitud de onda de analisis (nm)

60.2

50

75

Silice fundida

24

Tetraborato de sodio Na2B407.10H,0 20
mM pH 9.3

25

Hidrodindmica

0.5psi/5s

260
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de un método analitico consta de etapas, que permiten el monitoreo de cierta molécula
de interés, como son el establecimiento de las condiciones de analisis, el tratamiento de la muestra
gue haga mas sensible y especifica la sefial debida al analito, la medicién de la seial procedente de la

muestra, la adquisicion de datos y el tratamiento de estos.?

En la mayoria de las metodologias analiticas el tratamiento de la muestra corresponde al conjunto de

procesos que permiten la deteccion del analito por la técnica a emplear.

En electroforesis capilar, se establecen varios pardmetros tales como las dimensiones de los capilares
(longitud y diametro interno), el voltaje, la fuerza idnica y el pH, para obtener una resolucion y
separacion adecuadas. Se deben evitar los cambios de temperatura que puedan afectar la viscosidad
de la solucién amortiguadora vy, a su vez, influir tanto sobre el Flujo electrosmético como sobre las

movilidades de los analitos. %
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4.1 Condiciones de analisis
4.1.1 Seleccién de la longitud de onda

Para poder fijar la longitud de onda de analisis y conocer los tiempos de migracién, se realizaron
barridos, empleando una solucién estandar de NAD, NADP, NADH y NADPH (1.5 mM). Los resultados
mostraron que NAD* presenta un maximo de absorcion a 253 nm y tiempo de migracion de 4.34 min
(Fig. 3A); NADH absorbe a 255 nm y aparece al minuto 5.04 (Fig. 3B). En el caso de las formas
fosforiladas, NADP* presentd un maximo de absorcién a 254 nm y tiempo de migraciéon de 5.1 min
(Fig. 3C) y el NADPH tiene un tiempo de migraciéon de 5.87 min y maximo de absorcion de 255 nm

(Fig. 3D). Estableciendo asi, la longitud de onda bajo las condiciones de trabajo similares a las ya
reportadas para los nucleétidos de piridina (260 nm).?’
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Figura 8. Espectros de absorciéon y electroferogramas de los cofactores de Nicotinamida. NAD (A),
NADH (B), NADP (C) y NADPH (D).
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4.1.2 Solucién amortiguadora

4.1.2.1 Naturaleza

Para seleccionar la solucidon amortiguadora que se debe de utilizar, es importante conocer el intervalo
de pH de trabajo (aquel en el que la magnitud de ionizacidn de los analitos es alta, lo que permite una
buena separacién del compuesto de estudio de cualquier interferente) ya que eso permitird una
buena capacidad de amortiguamiento por parte de la solucién al poseer un pka cercano al pH de

trabajo.

Otras caracteristicas que debe tener el amortiguador son: baja movilidad para minimizar la corriente,
baja absorcion a la longitud de onda de deteccidn y que cuente con un pH relativamente alto (pH >7)

para generar la presencia del flujo electrosmodtico y mantener a los grupos silanol activos.

Tabla 3. Soluciones amortiguadoras empleadas

Solucion Amortiguadora Intervalo util de pH Pka
Boratos 8.2-10.2 9.2
Fosfatos 5.0-7.0 6.0

Tris 7.06-9.06 8.06

Por ello, se probaron tres amortiguadores (Tabla 3), para seleccionar uno que cubriera las
caracteristicas ya mencionadas. Los mejores resultados (Figura 8) se observaron cuando se emple¢ la
solucién amortiguadora de boratos, ya que no absorbe a la longitud de onda de analisis. Asi mismo se
aprecia que la solucién amortiguadora TRIS (pka 8.06) al ser un buffer organico, tiende a absorber en
el rango UV dificultando la deteccidn de los analitos. Al realizar una corrida empleando amortiguador
de fosfatos pH 8.6, no se aprecian adecuadamente las seiales de los nucledtidos de piridina, mds bien

se confunden con ruido espectrofotométrico.

42



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE COENZIMAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR
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Figura 9. Electroferograma de comparacion de resultados empleando tres buffer de corrida diferente.

Alivisatos y colaboradores® explican que el fosfato interacciona con la forma reducida de las
coenzimas en el anillo de piridina, formando un aducto que cataliza la descomposicién de las mismas

(Figura 10).
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Figura 10. Formacién del aducto entre el grupo fosfato y el anillo de piridina de las formas reducidas
NADH y NADPH.
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4.1.2.2Evaluacion del pH de separacion

El pH tiene la importante funcién dentro del analisis por electroforesis capilar de determinar la

magnitud de ionizacién en compuestos que cuentan con propiedades bdsicas y acidas.

Una vez seleccionado el amortiguador de corrida, se varid el pH +/-0.5 del valor de su pka (9.2) a una
solucidon amortiguadora de boratos 10 mM. Los resultados mostraron una mejor resolucién a pH 9.7

que a 8.7 (Figura 11).

i NAD+
NAD
i NADPH ~
2
c.oe coe
ex eiz T ":: ER) :'5: =:: ':'3: ':’::

Figura 11. Electroferograma de mezcla de estandares de coenzimas 75 uM empleando buffer de
boratos pH 8.7 (azul) y pH 9.7 (negro).
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4.1.2.3 Concentracion de la solucion amortiguadora

Se evaluaron dos concentraciones, 20 y 30 mM del amortiguador de boratos, pH 9.7. A medida que la
fuerza idnica de la solucidn amortiguadora aumenta, se incrementa la intensidad de corriente v,
consecuentemente, la produccion de calor, la cual afecta directamente la viscosidad del medio y los

resultados en cuanto a tiempo de migracién de los analitos no son reproducibles. (Figura 12).

NAD NADP-

o
a1

Mses

Figura 12. Electroferograma de una mezcla de estandares de coenzimas (75 uM) empleando solucién
amortiguadora de boratos 30 mM pH 9.7

Es por ello, que se elige emplear solucién amortiguadora de boratos 20 mM, debido a que la
separacion mejora, el aumento de corriente no es muy alto, por lo que la generacidn de calor (Calor

de Joule) 2 es menor vy los resultados son reproducibles (Figura 13).
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Figura 13. Electroferograma de mezcla de estandares de coenzimas 75 uM empleando amortiguador

de boratos 20 mM, pH 9.7.

4.1.3 Voltaje

En este caso, al emplear una solucién de tetraborato de sodio a una concentracién de 20 mM pH 9.7,
la corriente que genera debe ser cuidada al momento de aplicar voltajes altos. Para este estudio se
probaron tres voltajes diferentes (20, 25 y 30 kV) con el fin de encontrar el que permitiera una
separacion adecuada de los analitos y una corriente estable y soportable para el equipo. Cuando se
aplican 30 kV, (Figura 14) la corriente (en azul) no es estable y tiende a aumentar, y no se logra una

adecuada separacién.
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Figura 14. Electroferograma de mezcla de estandares de coenzimas 75 uM empleando amortiguador
de boratos 20 mM pH 9.7 empleando 30 kV.

Por el contrario, cuando se decide disminuir el voltaje a 20 kV, la corriente es constante, sin embargo

la separacidn de los analitos en la linea base no es la mas adecuada (Figura 15).
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Figura 15. Electroferograma de mezcla de estandares de coenzimas 75 uM empleando amortiguador
de boratos 20 mM pH 9.7 empleando 20 kV.
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Al aplicar 25 kV, la corriente generada es de 174 pA, con lo cual se logra una separacién adecuada sin
llegar al valor limite de corriente del equipo (300 pA) Proteomelab PA80OO de Beckman Coulter,
evitando la generacidn de calor u otros inconvenientes debido a la variacion de corriente. Por lo que

el voltaje de trabajo es 25 kV (Figura 16.).
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Figura 16. Electroferograma de mezcla de estandares de coenzimas 75 uM empleando amortiguador
de boratos 20 mM pH 9.7 empleando 25 kV.

4,1.4 Introduccidn de la muestra

Debido a la naturaleza de la muestra a analizar, se decide introducirla hidrodindmicamente, por 5 s a
una presion de 0.5 psi. No se plantea introducir mas muestra para evitar que los picos se ensanchen y
se pierda resolucién. Empleando estas condiciones se optimizara el tratamiento de la muestra y se

evaluara si es pertinente modificar estas condiciones.
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4.2 Tratamiento de la muestra

4.2.1 Eliminacién de proteinas

Al realizar las determinaciones de coenzimas en tejido hepatico, el principal interferente es la
presencia de proteinas, para ello, existen diferentes métodos que permiten su eliminacién, tales

como salting out, precipitacion isoeléctrica y precipitacion con solventes.

4.2.1.1 Precipitacion isoeléctrica

Con el conocimiento previo que las proteinas por su naturaleza anfotérica presentan una carga neta
negativa a pH altos y una carga neta positiva a pH bajos. Existe un pH llamado pH Isoeléctrico al cual
la carga neta de la proteina es cero. A este pH la molécula es incapaz de desplazarse en un campo
eléctrico, por lo que precipita. Los resultados demostraron que el aislamiento de las coenzimas de

tejido hepatico con NaOH 0.01 N (p/v 2 %) no es la adecuada, ya que no se aprecian sefiales para

analizar dehidn a la nncihle dagradaridn de lac rnenzimac avidadac (NAD* v NADDYY que son
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Figura 17. Electroferograma de coenzimas extraidas de homogenizado hepatico en NaOH 0.01 N.
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Las muestras también fueron tratadas con diferentes acidos, entre ellos: dcido metafosforico, acido 5-
sulfosalicilico y acido clorhidrico, sin embargo, las coenzimas reducidas (NADH y NADPH) son
inestables a condiciones acidas, debido a que el anillo reducido se protona en el C-5 y entonces,
moléculas de H,0O u otras especies nucleofilicas se adicionan a la posicién 6 del anillo de piridina,
generando asi, la apertura del anillo a ambos lados del nitrégeno, por lo que su empleo para la

extraccion de coenzimas no asegura un aislamiento adecuado e incluso propicia la degradacion de los

PDA - 255nm

nuc muestra tratada con acido metafosforico ica
0.14 0.14

mai sin

em| o 012 del

tipc
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Figura 18. Electroferograma de coenzimas extraidas de homogenizado hepatico en 4cido
metafosforico.
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4.2.1.2 Precipitacion con solventes orgdnicos

Para este fin se utilizd etanol para producir agregados de moléculas proteicas que tiendan a
precipitar, debido a una diferencia decreciente de la constante dieléctrica que el solvente presenta
con respecto a la del agua, lo cual produce un incremento en las fuerzas de atraccidn entre cargas

onuiectas v una disminncidn en el sradn de ionizacidn de lnc radicales de lac nroteinag, y en
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Figura 19. Electroferograma de coenzimas extraidas de homogenizado hepatico en etanol (p/v2 %) y
resuspendido en buffer de boratos 10 mM pH 9.7

Lo mismo ocurre cuando se utiliza cloroformo, la separacién de los analitos a las condiciones

impuestas no se lleva a cabo (Figura 20) y se observa una sefal muy ruidosa.
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Figura 20. Electroferograma de coenzimas extraidas de homogenizado hepatico en cloroformo (p/v

20 %).

4.2.1.3Salting Out

El método Salting Out consiste en la adicidon de sales para eliminar el agua de la proteina hidratada,
dejando las regiones hidrofdbicas en libertad de combinarse intermolecularmente. En la Figura 21 se
pueden observar dos picos anchos que probablemente indiquen la mala separacidn entre si de las
coenzimas no fosforiladas (NADH/ NAD*) y fosforiladas (NADPH/NADP*) respectivamente. La linea
base, por otro lado, se encuentra perturbada por la posible presencia de proteinas y péptidos que no

fueron precipitados por la adicién de amortiguador de boratos.
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Figura 21. Electroferograma de coenzimas extraidas de tejido hepatico con Tetraborato de sodio
0.005N pH 9.7

4.2.1.4 Desnaturalizacion

Se evaluod este tratamiento térmico, con el que se pretendié desnaturalizarlas rompiendo los puentes
débiles de hidrdgeno y las interacciones hidrofébicas a causa del aumento en la energia cinética de

las moléculas.

La mayor parte de las proteinas experimentan el proceso de desnaturalizacién cuando se calienta por
encima de 60 o 70 °C. Las formas reducidas NADH y NADPH mantienen su conformacién bajo dicha

condicidn, como se observa en la Figura 22.
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Figura 22. Electroferograma del aislamiento de las formas reducidas NADH y NADPH en higado graso
(10% p/V) después de ser sometidos a tratamiento térmico de 60 °C.
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Figura 23. Electroferograma donde se observa el aislamiento de las formas oxidadas NAD* y NADP* en
higado graso después de ser sometidos a tratamiento térmico de 60 °C.
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4.2.2 Conversion Enzimatica

Como también es imprescindible el estudio de las formas oxidadas NAD* y NADP", y el tratamiento
térmico asegura la remocién de los interferentes en la muestra (comprobado por el método de
Bradford®?), se optd por realizar una conversidn enzimdtica, en la que con ayuda de la enzima glucosa
6 fosfato deshidrogenasa, las formas oxidadas se convierten a reducidas (Figura 24), permitiendo asi
el monitoreo indirecto de NAD* y NADP* a través de sus formas reducidas correspondientes (NADH y

NADPH) sin que se degraden debido al tratamiento térmico.
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Figura 24. Reaccion de NAD* (R=H) o NADP* (R=P0s?) con glucosa-6-fosfato-deshidrogensa (G6PD) a
la forma NADH (R=H) o NADPH (R= POs?), con 6-fosfogluconolactato.
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La reaccion enzimatica fue realizada en estandares de coenzimas oxidadas para corroborar que dicha
conversion se llevaba a cabo; mediante la comparacién de las alturas de las sefiales obtenidas antes y
después de la reaccién ya mencionada, se sabe que la cantidad de coenzimas reducidas no es la
misma que la de las oxidadas, sin embargo la conversién enzimatica hasta el momento es la mejor
alternativa para preservar la composicion de las coenzimas oxidadas al ser sometidas a la

precipitacién de proteinas necesario para el monitoreo por EC. (Figura 25).
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Figura 25. Electroferograma de la comparacion de la intensidad de sefial de los estdandares antes (azul
marino) y después de la conversién enzimatica (negro).
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4.2.2.1 Tiempo de reaccion

Para conocer el tiempo dptimo de incubacidn para que la reaccidon enzimatica se lleve a cabo en su

totalidad, se realizé el mismo tratamiento de muestra, variando el tiempo de reaccién a 15, 30 y 45

minutos.

Como se observa, a los 15 minutos, la reaccién no se lleva a cabo completamente y a los 30 y 45
minutos, la intensidad de sefial es la misma, por lo que el tiempo éptimo de incubacidn de la reaccion

es de 30 minutos ya que pasado este lapso, no existen cambios significativos (Figura 26).
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Figura 26. Electroferograma donde se compara a las formas oxidadas (NAD* y NADP*) 1.3 mM (azul
oscuro), y a las formas reducidas obtenidas después de la reaccidon enzimatica a 15 min (negro), a 30
min (azul rey) y 45min (rosa).
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4.2.2.2 Efecto de la temperatura

El tratamiento térmico, ademds de permitir la desnaturalizacion de proteinas, también facilita la
inhibicidon de la reaccion enzimatica. Para ello, fue necesario conocer el tiempo al que la muestra
sometida brinda el mejor aislamiento de los nucledtidos de piridina sin afectar ni modificar la
estructura de los mismos. Los resultados demuestran una evidente degradacion a 70 y 80 °C (azul y
negro) favoreciendo la formacidn de nuevos picos que representan la generacidn de otros productos.

A 60 °C (rosa) se logra un buen aislamiento de las coenzimas y una baja degradacion (Figura 27).
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Figura 27. Electroferograma en el que se comparan estandares reducidos incubados por periodo de 1
h a 60 C° (rosa), 70°C (negro) y 80°C (azul) comparados con estandar de referencia (azul) 1.5 mM.
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4.2.2.3 Cantidad de enzima

Se realizaron tres pruebas en las que se varié la cantidad de enzima agregada a la reaccién para
obtener la mayor conversién posible de las formas oxidadas (NAD* y NADP*) a reducidas. Se
adicionaron 2, 4 y 6 uL de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa hidratada con PBS pH 7.4 por separado a
tres sistemas de cofactores oxidados 1.3 mM. Se determiné mediante la comparacion de alturas de
las sefiales que a pesar de que ocurre una mayor conversién de NAD* a NADH afiadiendo 2 uL de
G6PDH, es usando 4 plL cuando la mayor cantidad de NADP* se transforma a NADPH. La adicién de 6
pL (azul rey) es descartado ya que la conversién es practicamente la misma que al emplear 4 uL

(Figura 28).
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Figura 28. Electroferograma donde se compara la conversién de los nucleétidos de piridina en forma
oxidada a reducida, empleando 2 pL (negro), 4 uL (azul marino) y 6 pL de enzima (azul rey).
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Una vez establecidas las condiciones electroforéticas en estandares, el tratamiento de la muestra
para la eliminacion de interferentes y la conversién enzimatica, se realizd el andlisis preliminar en
tejido hepatico (20% p/v), en los que se obtuvieron resultados similares en higado graso a los

obtenidos en las soluciones estandar (Figura 29.).
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Figura 29. Electroferograma para soluciones estandar (negro y azul) y una muestra bioldgica (rosa)
sometidos a tratamiento enzimatico y eliminacion de proteinas.

El tratamiento de la muestra, a su vez fue complementado por centrifugaciones, las cuales propician
la sedimentacién de las proteinas ya desnaturalizadas a través del gradiente de densidad a una
velocidad caracteristica que es determinada por el peso de la particula, densidad y forma, lo que

permite el completo aislamiento de los nucledtidos de piridina.
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4.3 Optimizacion de las condiciones electroforéticas con la muestra real

4.3.1 Concentracion de la solucién amortiguadora

Dada la complejidad de la muestra, el proceso de optimizacidn de la separacién se realiza
directamente con muestras y empleando amortiguador de boratos a pH 9.1, a concentraciones de
15, 20 y 30 mM. Cuando se utiliza el amortiguador de boratos 15 mM se obtiene una corriente
adecuada, pero se observa una mala separacion de los analitos (circulo rojo) debido a sefiales

inherentes a la muestra (Figura 30.).

i

Figura 30. Electroferograma de muestra de higado graso (p/v 20%) para el monitoreo de NAD*y
NADP* de manera indirecta a través de NADH (Tm 8 min) y NADPH (Tm 12 min) empleando buffer de
boratos 15 mM pH 9.1.

Por otro lado, la separacién de las coenzimas de estudio mejora cuando se emplea el amortiguador
de boratos a una concentracién de 20mM (Figura 31.).
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o

Figura 31. Electroferograma de muestra de higado graso (p/v 20%) para el monitoreo de NAD*y
NADP* de manera indirecta a través de NADH y NADPH empleando buffer de boratos 20 mM pH 9.1.
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Figura 32. Electroferograma de muestra de higado graso (p/v 20%) para el monitoreo de NAD*y
NADP* de manera indirecta a través de NADH (Tm 8min) y NADPH (Tm 12min) empleando buffer de
boratos 30 mM pH 9.1.
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Al aumentar la concentracién del buffer a 30 mM, la elevada concentracién de iones libres propicia la
generacion de una corriente muy elevada, la cual calienta el sistema y afecta la reproducibilidad de

los resultados (Figura 32), por lo que emplear concentraciones mayores de 20 mM queda descartado.

4.3.2 pH de la solucién amortiguadora

Una vez seleccionada la concentracion de la solucidn amortiguadora de boratos (20 mM), se
realizaron ensayos individuales a pH 9.1, 9.3 y 9.5, con el propdsito de monitorear NADH y NADPH en
muestras de higado graso, para elegir el valor de pH que permita obtener una mejor separacion,
resolucion y altura de picos tanto en las determinaciones directas de NADH y NADPH e indirectas de

NAD*y NADP*

Se puede apreciar que a pH 9.1 tanto en la determinacidn directa (Figura 32) como indirecta (Figura
33) se observa empalme de sefiales, no lograndose una adecuada separacién de los nucledtidos de

piridina.
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Figura 33. Electroferograma de la determinacion directa de NADH y NADPH en higado graso
empleando buffer de boratos 20mM, pH 9.1 y deteccién a 260nm.
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Figura 34. Electroferograma de la determinacion indirecta de NAD* y NADP* en higado graso
empleando buffer de boratos 20mM pH 9.1 y deteccién a 260nm.

A pH 9.5, la separacion de los analitos de interés tampoco se lleva a cabo de manera adecuada ni en

la determinacién directa (Figura 34) o en la indirecta (Figura 35).
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Figura 35. Electroferograma de la determinacion directa de NADH y NADPH en higado graso
empleando buffer de boratos 20mM pH 9.5 a 260nm.
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Figura 36. Electroferograma de la determinacion indirecta de NAD* y NADP* en higado graso
empleando buffer de boratos 20mM pH 9.5 a 260nm.

Cuando la solucién de boratos es ajustada a pH 9.3, la separacidn de los picos correspondientes a los
nucledtidos de piridina es adecuada, ya que son separados de los demas picos interferentes, tanto en

la determinacidn directa de NADH y NADPH (Figura 36) e indirecta de NAD* y NADP* (Figura 37).

NADPH

NADH \

oo

l /F"“\ oo
I /

e 3 ' 12 B ] = = |

Figura 37. Electroferograma de la determinacion directa de NADH y NADPH en higado graso
empleando buffer de boratos 20mM pH 9.3 a 260nm.

65



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE COENZIMAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

cee NADH

s NADPH \

N
o

cae

| |

J‘ | Pl

ll'\.,l'.}knll Il l’—v\‘w-'"”"‘ \A\V’\/ i

Yt ‘ hl"\.}b--w") \.J‘,‘_HJ

Mrise

Figura 38. Electroferograma de la determinacion indirecta de NAD* y NADP* en higado graso
empleando buffer de boratos 20mM, pH 9.3 y deteccién a 260nm.

4.3.3 Lavado del capilar

Uno de los factores que generalmente presenta los mayores problemas en electroforesis capilar, es la
reproducibilidad en los tiempos de migracion. El factor mds importante a controlar para tener una
buena reproducibilidad es el lavado y acondicionamiento del capilar. Dado que la muestra real,
contiene una cantidad desconocida de componentes, y algunos de ellos pueden adsorberse en la
pared del capilar, modificAndola y consecuentemente afectando el analisis, es de vital importancia

asegurar que se recupere, antes de cada analisis, la superficie del capilar. Por ello es importante

establecer la adecuada rutina de lavado.

El empleo de NaOH 1.0 M en el método de lavado tiene la intensién de remover compuestos
adsorbidos en la pared interna del capilar, como componentes de la muestra, y activar la superficie
del mismo mediante la desprotonacién de los grupos silanol, para que la eliminacién de cualquier
residuo sea mas efectiva, a éste paso se le suma también un aumento de temperatura a 40 °C,

ademas de la alta presion (35 psi) con la que se introduce la solucién.
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Figura 39. Superficie del capilar y desprotonacion de los grupos silanol mediante el empleo de NaOH.

Para disipar el calor, pero mantener activos a los grupos silanol, el capilar es lavado con NaOH 0.1 M a

25 °C. Posterior a este paso, se pasa H,O desionizada para eliminar el NaOH (20 minutos/ 35 psi).

Finalmente, para el acondicionamiento del capilar, se hace pasar a través de él la solucidon
amortiguadora de trabajo. Siendo ésta Ultima accidon la primera en realizarse antes de cada analisis,
ya que eso permitird una superficie homogénea y limpia para llevar a cabo el proceso de separacion

electroforético.
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4.4 Determinacion de NAD*, NADH, NADP*y NADPH

Se realizé una curva de calibracidn con el propésito de conocer las concentraciones de las coenzimas
en tejido hepdatico sin embargo, los estdndares son poco estables y tienden a degradarse en el tiempo

de andlisis por lo que esta opcion fue descartada.

Se optd por emplear un estandar interno con el que al conocer su concentracidon y mediante el calculo
del recobro, se pudiese llevar a cabo la cuantificacién. No obstante, las condiciones de tratamiento de
muestra como lo es la precipitacion de proteinas para el aislamiento de los analitos fueron limitantes
ya que los estandares internos propuestos (AMP, ADP, ATP y FADH) que como bien se sabe deben
tener propiedades o comportamiento similar a los compuestos en estudio, no soportan el

tratamiento térmico y tienden a degradarse.

Para estos fines y por el momento, la comparacién de alturas entre NADH/ NAD* y NADPH/NADP*
brindan una nocién de la relacién que existe entre ellas en condiciones normales encontradas en los

animales CONTROL y en condiciones alteradas encontradas en los animales con HIGADO GRASO.
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4.5 Aplicabilidad del Método Desarrollado

Una vez encontradas las condiciones éptimas, se analizaron 16 muestras de ratas, 8 con higado graso

y 8 control a fin de evaluar la aplicabilidad de la metodologia desarrollada.

Tabla 2. Promedios obtenidos de la relacion de NADH/ NAD+ y NADPH/NADP+ de 16 muestras de
ratas de las cuales 8 son control y 8 con higado graso.

NADH/NAD* NADPH/NADP*

CONTROL 1.7779 0.9571

HIGADO GRASO 0.8403 1.2461

Como se observa en la Tabla 4, la relacion NADPH/NADP* en tejido hepatico incrementa en
condiciones de higado graso. El aumento de esta relacién estimula la expresion de genes
marcadores del adipocito, aumento de TG vy liberacidn de acidos grasos libres en el medio

gue favorecen la esteatosis y el estrés oxidativo.

Por otro lado, el monitoreo de la relacion NADH/NAD* permite conocer el estado redox celular en
pacientes bajo estas patologias ya que el equilibrio entre la forma oxidada y reducida refleja la
actividad metabdlica del cuerpo debido a que estas coenzimas controlan la actividad enzimdtica. Para
este caso, el diagnostico de su aumento o disminucién ayudara a determinar el tratamiento mds

eficiente para preservar la salud de las células y el bienestar del paciente.
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4.6 Parametros estadisticos

Se calculé el coeficiente de variacién del tiempo de migracidn (Tabla 5), para los cuatro estandares de
los nucledtidos de piridina, se observa que el C.V. es menor al 1.5% , demostrando baja dispersién de
los datos, lo que indica que a las condiciones establecidas, los analitos en estudio tienden a tener el

mismo comportamiento y por lo tanto reproducibilidad y confiabilidad en el analisis.

Tabla 3. Cdlculo del coeficiente de variacién en los tiempos de migracion de los analitos.

NAD* NADH NADP* NADPH

PROMEDIO 8.228 8.427 10.316 10.564

D. E- 0.074 0.080 0.129 0.133

C. V. 0.904 0.947 1.247 1.255
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5 CONCLUSIONES

Se desarrolld6 una metodologia analitica por electroforesis capilar que permite monitorear las
relaciones redox NADH/NAD* y NADPH/NADP* en tejido hepatico durante el establecimiento de la
enfermedad de higado graso no alcohdlico, brindando asi una nueva posibilidad para el diagndstico

temprano de dicho trastorno y otras enfermedades que se desencadenan a partir de ella.

Se establecieron las condiciones dptimas de separacién por electroforesis capilar y el tratamiento
adecuado de la muestra, que incluyé la precipitacion de proteinas y las condiciones adecuadas para la
reaccién enzimatica de NAD* y NADP*, que aseguran la preservacion de las coenzimas oxidadas ya

mencionadas y con ello el dptimo monitoreo de las mismas y de sus formas reducidas.

Los resultados preliminares en muestras reales comprueban una relacién alta tanto de NADPH/NADP*
y NADH/NAD* en los animales con higado graso, y demuestran la aplicabilidad del método

desarrollado.

6 PERSPECTIVAS

El trabajo realizado permite obtener una nocién sobre la relacién que existe entre

NADH/NAD*y NADPH/NADP* cuando se induce higado graso.

No obstante, a pesar de que el monitoreo de las coenzimas a través de la altura de la senal
obtenida tiende a ser reproducible, es necesaria la validacién del método para brindar datos

mas certeros y confiables.

Otro punto importante a desarrollar es la cuantificacidn de las coenzimas en tejido de higado
graso, ya que al conocer la concentracion se tendra una mejor informacion sobre los efectos

gue produce dicha enfermedad.
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