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Figura 3-8. Interfaz de Tracker. El cirulo rosa que se observa en uno de los canales del video
delimita la region RGB que se analizara durante todo el video. En este punto corresponde a la
“curva a” del centro del microchip. En la esquina superior derecha de la imagen se observa el
grafico generado por Tracker, debajo se encuentra la tabla de datos que se genera, un dato por

For- o F= 1 41T [ ol oY o U PRSP 38
Figura 3-9. Andlisis de videos con Tracker. Se muestran el nUmero de pasos necesarios para
obtener el perfil de una gota que pasa por alguna de las curvas en la Cruz 5 del microchip. En la
esquina superior derecha de cada paso se muestra la grafica de intensidad luminosa segun la
seccion de la gota sobre la cual se este realizando la medicion. .........ccoccvvveeeiiiiiciieiee e 40
Figura 3-10. A la izquierda se observa la grafica generada por Tracker tras el andlisis de 3 s de
video. A |la derecha se observa los resultados obtenidos con Mathematica, los puntos rojos en esta
grafica corresponden a los maximos de fluorescencia de cada gota..........cccceecccnrriiiiiiieieeeeeeeeeeee. 41
Figura 3-11. Arreglo de inyeccidn de disoluciones en microchips para los experimentos de la
reaccion de hidrolisis de 4-MUNANA asistida por neuraminidasa. ........cccceeevecvveeeeeeciciiieeee e, 42
Figura 3-12. Arreglo para la inyeccién de disoluciones en microchip durante los experimentos con
P& 0= 10 01 1Y/ 1 OO P PP PP P PPTOTPPPPPPP 44
Figura 3-13. Arreglo para inyeccion de disoluciones en microchip durante los experimentos para el
analisis de fluorescencia en los compuestos de UMK, .....coooviiiiiiiiiiiii e e 47
Figura 4-1. Caracterizacion fisica de las réplicas en PDMS de los microchips utilizados en este
trabajo. (A) El cuadro delimitado por la linea roja punteada es un ejemplo de corte realizado sobre
las réplicas de PDMS y la seccion que fue fotografiada con la cdmara Phantom montada sobre el
microscopio invertido, se observé la imagen con el objetivo 10X (B) Foto obtenida, con la cdmara
Phantom, de una seccién del corte observado al microscopio, las lineas rojas sobre la imagen
muestran los resultados de la caracterizacion del microchip con Image J. .....ccooceeeeeeeciiieeeeeecnnnneen. 49
Figura 4-2. (A) Disefo del microchip de fractal utilizado en este trabajo; (B) Formacion de
microgotas de agua en aceite debido a la interseccion ambas fases; (C) Microgotas en la parte
central del microchip se sefialan las curvas a, b, cy d las cuales corresponden al 15 %, 40 %, 65 % y
90 % respectivamente del tiempo total de residencia de las gotas en el microchip; (D) Disefio para
entrada de sustancias dentro del MICroChIP .....cccuuviiii i e 52
Figura 4-3. Montaje experimental para ensayos en microchips acoplado a un equipo HPLC. ......... 53
Figura 4-4. Microchip montado en el microscopio con todas las tuberias conectadas para
introduccion de disoluciones, asi como tuberia para salida de las mismas. .......ccvvveeeeeiiiiiiiinnnnnnnn. 53
Figura 4-5. (A) Formacidn de microgotas en el microchip utilizado en el laboratorio. La imagen se
observa al microscopio con un objetivo 4X (Leica, NA= 0.1). (B) Se observa como los giros de las
gotas dentro de los microchips genera turbulencia favoreciendo el mezclado de las disoluciones
dentro de las microgotas. La imagen se observa al microscopio con el objetivo 10X (Leica,

NA = 0.25). teeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeee e e et eeeeee et eeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeee et eeeeeeeeeaeeee et eeeeeeeeeeee et et eaeeeeeeens 54
Figura 4-6. Se observa un acercamiento a la cruz cinco de microchip, este corresponde al centro
del disefio de fractales. Las flechas indican la direccién del flujo. Flecha azul: gotas en la curva con
menor tiempo de residencia, flecha verde: gotas en la curva con mayor tiempo de residencia. En la
imagen a la derecha se indica el tiempo de residencia de las gotas para cada una de las curvas en
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el centro del microchip asi como el porciento al cual corresponden del tiempo total de residencia
de 1as gotas €N €l MICIOCNIP. .oiiiiciiiiiee e e e e e e e e et re e e e e s enbraeeeeeeenees 56
Figura 4-7. Intensidad de fluorescencia de las microgotas en la cruz 5 del microchip a diferentes
concentraciones de 4-MU. Fotos obtenidas con la cdmara Phantom, observadas al microscopio con
B g I o] o =Y a1V 1A 0 ) G PSPPSR 57
Figura 4-8. Curva de calibracion de 4-MU en Buffer de Fosfatos para cada curva(a,bcyd)enla
cruz 5 del microchip. Las lineas continuas representan la ecuacion que mejor se ajusta a la serie de
datos, corresponde a una ecuacidn cuadratica de la forma: RFU = A [4-MU]* + B [4-MU] + C........ 58
Figura 4-9. Microgotas en la cruz 5 del microchip a altas concentraciones de 4-MU. Se puede
observar con claridad el fendmeno de reparto de 4-MU entre la fase acuosa y la fase organica.
Conforme las gotas recorren un mayor porcentaje del microchip el fendmeno es mas cuantitativo.

Foto tomada con cdmara Phantom, vista al microscopio con el objetivo 10X. .........ccccceccnrinnrininnnns 60
Figura 4-10. Inyeccion de disoluciones de neuraminidasa y 4-MUNANA en el microchip acoplado al
HPLC. La foto esta tomada con una camara digital que se fija al lente del microscopio. ................. 61

Figura 4-11. Microgotas con neuraminidasa y 4-MUNANA en la cruz 5 del microchip. Se observa el
aumento de fluorescencia debido al avance de la reaccidn enzimatica conforme las gotas avanzan
en el chip. La foto esta tomada con la cdmara Phantom y vista al microscopio con un objetivo 20X.

......................................................................................................................................................... 62
Figura 4-12. Concentracién de 4-MU acumulada con respecto al tiempo de video. Se observa el
aumento de la concentracion de 4-MU conforme aumenta el tiempo de residencia debido a la
hidrolisis de 4-MUNANA asistida por neuraminidasa de C. perfringens. ...........ccccceeeeeccvvveeeeeesecvnnnn. 62

Figura 4-13. Curso de la reaccidon enzimatica de hidrélisis del 4-MUNANA por la neuraminidasa de
C. perfringens determinada en los microchips. Concentraciones iniciales: 1.13 U/mL
neuraminidasa, 100 uM 4-MUNANA ambos en Buffer de Fosfatos pH 7.0, KCI 150 mM vy 0.2% m/v
Lo T 2 ) A PR 63
Figura 4-14. Cromatograma de elucién del Zanamivir en columna C-18 (Raptor ARC-18, 2.7 um, 50
x 2.1 mm, Restek) utilizando un programa isocratico de 15 % MeOH y 85 % agua en la fase movil a
un flujo de 0.1 mL/min. Czanamivir = 20 Mg/ML, Vinyeccion= 20 pL, detector a A =270 nm. ....ccevveueneee. 64
Figura 4-15. Estructura Zanamivir. Tomado de [24] ........eeeeiiiiiiiiie et 65
Figura 4-16. El eje izquierdo muestra la sefial de fluorescencia en unidades relativas de
fluorescencia (URF) evaluada durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la
actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens en la “curva a” de la cruz 5 del microchip.
Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algin inhibidor. Linea roja,
actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje dela derechay muestra el cromatograma de elucién de Zanamivir en unidades
arbitrarias (AU), esta linea se logra alinear sumando al tiempo de retencién en el cromatograma
los 90 s de “delay” entre el HPLC y el microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la
“CUIVA @”7 BN 0TI 96.9 S. ittt e e e e e s re e e e e e e abraeas 66
Figura 4-17. El eje izquierdo muestra la sefial de fluorescencia en unidades relativas de
fluorescencia (URF) evaluada durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la
actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens en la “curva b” de la cruz 5 del microchip.
Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algun inhibidor. Linea roja,
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actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje de la derecha y muestra el cromatograma de elucién de Zanamivir en unidades
arbitrarias (AU), esta linea se logra alinear sumando al tiempo de retencion en el cromatograma
los 90 s de “delay” entre el HPLC y el microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la
“CUIVA B @N10LAl 108.9 S..ciiiieiiiiiee et e e e a e e s e s e e e e e e e nrraes 66
Figura 4-18. El eje izquierdo muestra la sefial de fluorescencia en unidades relativas de
fluorescencia (URF) evaluada durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la
actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens en la “curva c” de la cruz 5 del microchip.
Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algun inhibidor. Linea roja,
actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje dela derechay muestra el cromatograma de elucion de Zanamivir en unidades
arbitrarias (AU), esta linea se logra alinear sumando al tiempo de retencion en el cromatograma
los 90 s de “delay” entre el HPLC y el microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la
“CUIVA €7 €N TOTAl 120.9 S. .uiiiiiiiie ettt ettt e sttt e e st e e st e e st e e e s sabt e e s abae e e sabbeeseanees 67
Figura 4-19. El eje izquierdo muestra la sefial de fluorescencia en unidades relativas de
fluorescencia (URF) evaluada durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la
actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens en la “curva d” de la cruz 5 del microchip.
Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algun inhibidor. Linea roja,
actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje de la derechay muestra el cromatograma de elucidon de Zanamivir en unidades
arbitrarias (AU), esta linea se logra alinear sumando al tiempo de retencién en el cromatograma
los 90 s de “delay” entre el HPLC y el microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la
“CUNVA 0”7 @NT0TAI 132.9 S.uuuiiiiiiiiie ittt ettt e et e e e st e e e abe e e s aaba e e s eabe e e s abeeeenataeeeenrees 67
Figura 4-20. Resultados de inhibicion de la actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens
debido a la presencia de Zanamivir. Los resultados aqui corresponden al promedio de intensidad
de fluorescencia de las gotas que pasaron durante 220 s en cada una de las curvas en la cruz 5 de
(aa1 ool oY1 o APPSR 68
Figura 4-21. Ejemplo de la division del drea bajo la curva del cromatograma para aproximar el
numero de moles de Zanamivir que entran al microchip en un intervalo de tiempo. Linea punteada
azul, intensidad de la sefial en el HPLC que genera la inyeccion de Zanamivir en unidades
arbitrarias. Superficie negra; area que considera Origin Pro 8debajo del cromatograma de
Zanamivir Linea roja; comportamiento de la fluorescencia en el microchip tras la inyeccién de
Zanamivir. Linea verde; promedio de la fluorescencia durante 220 s en un punto del microchip
debido solo a la actividad de la enzima sobre el SUStrato. ......cccoccueeieriiiiiniieiic e 70
Figura 4-22. Ejemplo de division de area bajo las curvas para determinar el % de actividad
enzimadtica. Las graficas corresponden a los mismos datos que los presentados en la Figura 4-16.
Las diagonales azules en el grafico a la izquierda representan el drea bajo la curva que indica la
actividad de la enzima sobre el sustrato en un intervalo de 5 s en el video. Las diagonales rojas
indican la actividad de la enzima sobre el sustrato en presencia de Zanamivir en un intervalode 5 s
] TR o 1= o TR PR PUPRSN 71
Figura 4-23. % de actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens con respecto a la
concentracién de Zanamivir para las curvas “a, b y ¢” en el centro del microchip........ccccvveeeeennns 72
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Figura 4-24. Resultados del ajuste para la fraccién de actividad de la enzima neuraminidasa de

C. prefringens a diferentes concentraciones de Zanamivir. El valor “m1” que se encuentra en la
tabla sobre la figura corresponde al valor de Ki=3.45 MM......cccooviiiiiiiiiiiiiiiiee e 74
Figura 4-25. Cromatograma de separacion de UMK en columna fase reversa C-18 (Raptor ARC-18,
Restek). Cymk = 3.2 mg/mL, Vi, = 20 pL, Detector UV a A =320 nm, Flujo fase mévil = 0.1 mL/min.
Programa de elucion; 0 min-20 min (15 %B), 20 min-25 min (15 %B-100 %B), 25 min-35 min

(100 BB). .t e e e e eesee e ee et s ee e e et et e e e e e e ee e e e ee et eeer e eseee e eeeeer e eeeenaees 75
Figura 4-26. Comparacion de la fluorescencia de las gotas en ausencia del primer pico de UMKy en
presencia del mismo. A la izquierda, se observa una imagen de la actividad de la neuraminidasa
sobre 4-MUNANA sin haber inyectado aun UMK. A la derecha se observa la actividad de la enzima
sobre el sustrato en presencia del primer compuesto que eluye en la separacién de UMK (t de
FEEENCIONT 3.5 MIN) .ttt e e e et e e e e e e ab b e e e e e e e aatbeeeeeeeeasbbaeeaaeeaansraeeaeeeennnsrnnas 77
Figura 4-27. Estructura de la 4-metilumbeliferona (4-MU) y catequinas presentes en Umckaloabo®
(UMK). Se observa la similitud entre ambas estructuras por lo que es de esperarse que ambos
compuestos presenten espectros de fluorescencia muy similares. ........cccccceeeeecciiiiieiicccieee e, 77
Figura 4-28. Entrada al microchip del primer pico cromatografico del UMK en el microchip con
disoluciones de Buffer de Fosfatos. Se hace un acercamiento a la zona donde se intersectan los
tres flujos de la fase acuosa en el microchip. La linea de fluorescencia que se observa es debida al
aumento del pH cuando el compuesto acarreado por la fase mévil de HPLC (pH 6.0) se mezcla
con las disoluciones de Buffer de FOSfatos (PH 7.0). ...cccviieeciiieeiiiee et e svree e 78
Figura 4-29. Entrada del primer pico cromatografico del UMK en el microchip con disoluciones de
enzima y sustrato. Se hace un acercamiento a la zona donde se intersectan los tres flujos de la fase
acuosa en el microchip, la linea de fluorescencia que se observa es debida al aumento del pH
cuando el compuesto acarreado por la fase movil de HPLC (pH 6.0) se mezcla con las disoluciones
de enzima y sustrato en Buffer de FOSTatos (PH 7.0)....ccuriiiiiiiiiieee et 79
Figura 4-30. Comportamiento de la fluorescencia en la “curva d” de la cruz 5 del microchip (42.9 s
de reaccion) con diferentes composiciones de las microgotas. Linea negra, fluorescencia de las
microgotas con neuraminidasa, 4-MUNANA y el 1ler compuesto que eluye del extracto UMK. Linea
Roja, fluorescencia de las microgotas solo con el 1er compuesto que eluye del extracto UMK y
Buffer de Fosfatos. Linea Azul, resta de la linea roja a la linea negra, corresponde a la fluorescencia
solo de la 4-MU que se acumula en la microgotas en presencia de enzima, sustrato y el ler
compuesto que eluye de UMK. Linea verde, fluorescencia de las microgotas debida solo a la
actividad de la neuramnidasa sobre 4-MUNANA, sin presencia de ningiin compuesto de UMK.....80
Figura 4-31. Comportamiento de la fluorescencia en las cuatro curvas de la cruz 5 del microchip a
diferentes composiciones de las microgotas. Linea negra: fluorescencia de las microgotas con
neuraminidasa, 4-MUNANA y el 1er compuesto que eluye del extracto de UMK. Linea Roja:
fluorescencia de las microgotas solo con el 1er compuesto que eluye del extracto de UMK y Buffer
de Fosfatos. Linea Azul: resta de la linea roja a la linea negra, corresponde a la fluorescencia solo
de la 4-MU que se acumula en la microgotas en presencia de enzima sustrato y el 1er compuesto
de UMK. Linea verde: fluorescencia de las microgotas debida solo a la actividad de la
neuramnidasa sobre 4-MUNANA sin presencia de ningiin compuesto de UMK. ..........cccceeeeeennnnnenn. 81
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Figura 4-32. Concentracion de 4-MU en las microgotas en cada una de las curvas de la cruz 5 del
microchip. Linea rosa; muestra el comportamiento de la concentracion de 4-MU en las microgotas
gue contienen enzima, sustrato y el 1 er pico de UMK. Se monitored el comportamiento durante
145 sen cada una de las curvas. Conforme fue ingresando el 1 er compuesto que eluye de UMK se
observé una disminucion en la concentracidn debido a la inhibicidn que este compuesto provoca
sobre la actividad de la neuraminidasa. Linea dorada; muestra el comportamiento de la
concetracién de 4-MU en las microgotas que solo incluyen enzima y sustrato. La concentracion
permanecid constante durante el tiempo de monitores debido a que no hay actividad de ningin
inhibidor. La curva A corresponde a la curva con menor tiempo de resindencia (6.9 s), seguida de la
curva b (18.9s), curva c (30.9s) y por ultimo curva d (42.9S). coccureeeeeiecciieee e 83
Figura 4-33. Concentracion de 4-MU en funcién del tiempo de residencia de las gotas en el
microchip. Los marcadores azules muestran la concentracién de 4-MU que se acumula en las
microgotas debido solo a la actividad de la neuraminidasa sobre 4-MUNANA. Los marcadores
rojos muestran la concentracion de 4-MU que se acumula en las microgotas que contienen
neuraminidasa, 4-MUNANA y el 1ler pico que eluye de UMK. Se observa una clara disminucién en
la concentracién de 4-MU debido a la inhibicidn que el 1er pico de UMK provoca sobre la enzima
Neuraminidasa de C. PEIfIiNGENS. ...........uuui i iccureiee ettt eeecee e e e e et e e e e e e ebrae e e e e e esabraeeaeeeennssaaeas 84
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1 Introduccion



1.1 Planteamiento del Problema

Las enzimas juegan un rol esencial en muchos procesos de propagacion de enfermedades,
por lo tanto la busqueda de moléculas pequefias capaces de inhibir la actividad de alguna
enzima resulta una tarea muy importante para controlar y erradicar dichas enfermedades.
Por dicha razén la industria farmacéutica y muchos laboratorios de investigacidon dedican

buena parte de su esfuerzo a encontrar estos inhibidores !

Hoy en dia, la busqueda de inhibidores enzimaticos implica llevar a cabo ensayos masivos,
los cuales comprenden el muestreo de una biblioteca de compuestos de hasta 10°
miembros. Para llevar a cabo estos ensayos cominmente se utilizan técnicas de muestreo
en microplacas de 98, 384 y 1536 pozos que permiten reducir el gasto de reactivos hasta
el orden de los microlitros para cada pozo (10'6 L) 2, Sin embargo considerando un andlisis
en placas de 1536 pozos se necesitarian 652 placas para muestrear una biblioteca de un
millén de compuestos. Llevar a cabo esta tarea resultaria imposible sin el uso de robots
automatizados, asi mismo, recolectar esta informacion puede tomar semanas y consumir
una gran cantidad de reactivos (> 10 L) aumentando por lo tanto los costos de analisis 3,
De tal forma que si el proyecto no representa un claro objetivo econdmico en el mercado

la busqueda de tratamientos para algunas enfermedades queda en segundo plano.

Una alternativa para la soluciéon de este problema es la miniaturizacién de los ensayos
enzimaticos y la automatizaciéon de los mismos. La microfluidica es una técnica que
permite la manipulacién de volimenes de liquidos del orden de los nanolitros (107 L)
hasta los femtolitros (10™° L), asi mismo esta técnica permite llevar a cabo una gran
cantidad de analisis quimicos y biolégicos de manera automatizada, en tiempos cortos y

. . S . 4
disminuyendo dramaticamente el consumo de reactivos ".

Por otro, lado el uso de técnicas de separacién de alta resolucion tales como electroforesis
capilar (CE) o Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia HPLC por sus siglas en inglés,
son técnicas ampliamente utilizadas que permiten la separacién de mezclas complejas

utilizando una cantidad mindscula de reactivos. El acoplamiento de estas técnicas de



separacidon a dispositivos de microfluidica es una actividad que se ha comenzado a
desarrollar durante los ultimos afios y ha demostrado su eficiencia para el desarrollo de

algunos analisis bioquimicos °.

En este trabajo se logré acoplar un equipo de HPLC a un dispositivo de microfluidica para
llevar a cabo ensayos enzimaticos dentro del dispositivo que permitieron identificar entre
los compuestos que conforman el extracto natural Umckaloabo® (UMK), cual de ellos es
capaz de inhibir la actividad de la enzima neuraminidasa de Clostridium perfringens. Cabe
mencionar que la actividad de las neuraminidasas esta intimamente relacionada en una
gran cantidad de procesos infecciosos y entre ellos uno de los de mayor importancia es su

relacion con la propagacion del virus de la influenza.

El ensayo realizado en este trabajo resulta una prueba de principio que permitié
comprobar la eficiencia de un sistema microfluidico para la identificacién de inhibidores
enzimdaticos dentro de mezclas complejas, tal como extractos naturales, de manera
automatizada, en tiempos cortos de analisis y utilizando una minima cantidad de

reactivos.



1.2 Objetivo

Identificar dentro de un dispositivo de microfluidica acoplado a un equipo de HPLC
compuestos con propiedades inhibidoras de la enzima neuraminidasa de Clostridium
perfringens, mediante el seguimiento de la reaccién de hidrolisis del 4acido

2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico (4-MUNANA).

1.3 Hipotesis

El acoplamiento de un equipo de HPLC a un microchip de microfluidica permitira
identificar cual o cuales de los compuestos que conforman el extracto natural
Umckaloabo® son capaces de inhibir la actividad de la enzima neuraminidasa de

Clostridium perfringens.



2 Antecedentes



2.1 Microfluidica

La microfluidica es el estudio de liquidos confinados en canales muy pequefios con
dimensiones del orden de décimas a unos cuantos cientos de micrémetros, es decir son
tan pequefios como el grosor de un cabello. En un dispositivo de microfluidica o también
conocido como “Lab on a chip” se pueden manipular volimenes que van desde los
nanolitros hasta los picolitros. La microfluidica cuenta con las herramientas necesarias
gue permiten llevar a cabo la automatizacién de ensayos, reducir de forma importante el
tiempo vy la cantidad de muestra en ensayos quimicos y biolégicos comparados con los
métodos comunmente utilizados. Permite llevar a cabo la compartimentacién y deteccién

de compuestos con una alta eficiencia y sensibilidad a precios relativamente bajos ".

-
Figura 2-1. Dispositivo de microfluidica fabricado en el laboratorio de trabajo,

se observa que sus dimenciones son comparables con una moneda de un
peso mexicano.

Debido a sus caracteristicas, el campo de aplicacién de la microfluidica es muy extenso.

Por ejemplo, existen reportes de trabajos realizados en dispositivos de microfluidica para
s . s . 6 e sg. . 7. 7 8 . . .7

llevar a cabo sintesis orgdnica °, cinéticas enzimaticas ’, ensayos celulares ° y cristalizacion

de proteinas ? entre muchos otros.

La mayoria de los dispositivos de microfluidica se construyen a base de polidimetilsiloxano
(PDMS). EI PDMS es un polimero biocompatible, de bajo costo y épticamente transparente
en longitudes de onda entre 235 y 1100 nm lo que lo hace muy util para técnicas de

deteccién en la zona UV-VIS *°. Para la fabricacién de dispositivos de microfluidica en

6



PDMS es muy comun el uso de la técnica de fotolitografia suave, la cual consiste en el uso
de moldes maestros que permiten transferir un patron al PDMS. La construccion de los
moldes maestros se realiza mediante el uso de resinas fotosensibles como la SU-8 . En la

seccidon de metodologia se ahondara un poco mas en el tema de fabricacién.

Figura 2-2. Microchip de PDMS en donde se observa su
flexibilidad

2.1.1 Dinamica de Flujos en dispositivos de microfluidica

Cuando un liquido viaja a través de canales tan pequefios como los de un dispositivo de
microfluidica presenta un flujo de comportamiento laminar, es decir las particulas del

liquido viajan en forma de ldminas ordenadas una encima de otra.

Los numeros de Reynolds son pardametros adimensionales que permiten determinar el
tipo de flujo en un canal. Este pardmetro asocia las propiedades del fluido con las

caracteristicas fisicas del canal mediante la siguiente ecuacién:

_p*xv=*D
U

Re



Donde:
Re = Numero de Reynolds
p = densidad del fluido

v = Velocidad del fluido en el canal

D = diametro del canal
u = viscosidad del fluido
Re < 2000 - flujo laminar Re > 40000 - Flujo turbulento

De la ecuacién de Reynolds se puede deducir que cuando el didmetro del canal disminuye
el parametro Re también disminuye. De tal forma que, para un dispositivo comin de
microfluidica, el nimero de Reynolds cominmente se encuentra alrededor de diez 12, lo

que significa que el comportamiento en estos canales es completamente laminar.

Cuando un fluido con comportamiento laminar viaja a través de un canal presenta una
dispersion longitudinal (Dispersiéon de Taylor). Es decir la velocidad del flujo en las zonas
cercanas a las paredes del canal es menor con respecto a la velocidad en la parte central.
Por lo tanto, cuando un compuesto viaja a través de un canal las particulas que se
encuentran en la parte central del canal viajan con mayor velocidad provocando una
dispersion de las particulas que conforman el fluido generando un gradiente de

concentracion a través del canal.

Figura 2-3. Dispersion de un fluido con flujo laminar
dentro de un canal. Las flechas negras indican los
vectores de velocidad de las distintas "laminas" del
fluido.



2.1.2 Microgotas y Flujo continuio

Dentro de la microfluidica han destacado dos técnicas, el flujo continuo y la microfluidica

basada en microgotas.

El flujo continuo consta en inyectar dentro de dispositivos de microfluidica, microchips,
disoluciones en una misma fase (organica o acuosa) para llevar a cabo algln estudio. Sin
embargo, cuando dos flujos de fluidos diferentes y miscibles viajan juntas a través de un
microcanal, en ausencia de turbulencia o remolinos, la Unica forma en la que se pueden
mezclar es por difusién molecular, este fendmeno resulta ser un proceso lento que
provoca complicaciones en los ensayos; Por ejemplo, para llevar a cabo alguna reaccién
dentro del microchip. Asi mismo la dispersién de Taylor genera un gradiente de
concentracidn de la muestra ocasionando que se produzcan mezclas indeseadas dentro de

. .1
los canales del microchip 3

La microfluidica basada en microgotas es una técnica que usa dos fases inmiscibles para
generar una emulsién mono dispersa de gotas de fase acuosa separadas una tras otra por
una fase continua de aceite. La compartimentacion de la fase acuosa trae consigo varias
ventajas sobre el tradicional flujo continuo: se evita la difusién de las particulas de la
muestra a través del microcanal, el mezclado de las sustancias es mas rapido y eficiente y

ademas se disminuye la probabilidad de obstruccion en los canales del microchip

. 14
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Figura 2-4. Diagrama de flujo continuo contra microgotas. (A) Flujo
continuo, (B) flujo en microgotas. Tomado de [14].



Las microgotas funcionan como micro reactores con una composicidon muy similar uno del
otro, asi mismo, como se observa en la Figura 2-5, se pueden realizar cambios muy sutiles
en la composiciéon de la microgotas cambiando los flujos a los cuales se forman 1l
analisis de microgotas se puede hacer de manera simultdnea por distintos métodos de

. .1 / s . 1
deteccion, tal como fluorescencia *° o algunos métodos electroquimicos

e
100 um

lzquierda: 45 nL/s lzquierda: 10 nL/s

Medio: 10 nLfs Medio: 45 nlL/s
Derecha: 10 nlL/s Derecha: 10 nlL/s
T — c— T =

Figura 2-5. Fig. 2-1. Formacién de microgotas en un microchip. Se puede observar como el cambio en
la tasa de flujo a la cual entran las disoluciones cambia la composicion de las microgotas. Asi mismo
se ilustra el flujo laminar dentro de las microgotas y la eficiencia del mezclado de las sustancias en
microgotas con respecto al flujo continuo. Tomado de [15].

Cabe mencionar que el uso de flujo continuo no es obsoleto, algunos estudios han
aprovechado la dispersién de concentracion en flujo continuo seguido de la formacién de
microgotas, de esta manera se generan microgotas con un gradiente de concentraciéon

del compuesto en estudio y se han logrado gradientes de 3 a 4 ordenes de magnitud 18

(Figura 2-6).

Muestra

Canal de dispnersion

N/ /" Depésito de sustrato
Inhibitor 3 .
w Canal de aceite

Microgotas con un gradiente

de concentracion
ALY

Acpite

Inhibi

Depésito de la enzima

Canal de aceite

Figura 2-6. Esquema del disefio utilizado para la generacion de un gradiente de concentracion en flujo
continuo seguido por encapsulacion en microgotas para llevar a cabo ensayos de inhibicién enzimatica.
Tomado de [18].
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2.1.3 Técnicas de separacion acopladas a dispositivos de

microfluidica basada en microgotas

La separacion de mezclas complejas juega un papel muy importante en el area de la
quimica y la biotecnologia. Técnicas como la electroforesis o la cromatografia son pasos
esenciales para llevar a cabo la separacién de mezclas complejas. Sin embargo, el analisis

posterior a la separacion no siempre es sencillo y puede resultar muy costoso.

En 2009, Edgar et al. ° propusieron el acoplamiento de alguna técnica de separacién a un
dispositivo de microfluidica basado en microgotas, de tal forma que se pudiera llevar a
cabo, de manera automatizada, la compartimentacién y el analisis simultdneo en
microgotas de los compuestos separados (Figura 2-7). Para demostrar su idea, el grupo de
investigacion reportd el desarrollo de un dispositivo de microfluidica basado en
microgotas acoplado a un equipo de electroforesis capilar para llevar a cabo la separaciéon
de una mezcla de aminodcidos. Los compuestos ya separados se lograron compartimentar
en microgotas y se consiguid identificarlos en las mismas mediante métodos

electroquimicos durante la separacién y fluorescencia en las microgotas (Figura 2-8 A).

Analito
compartimentado

Fase inmiscible

Analisis corriente
—

Fase inmiscible g, abajo

Método de separacion Compartimentacion en
(HPLC, EC, etc) microgotas

Figura 2-7. Esquema general para la compartimentacion en microgotas de los
compuestos separados mediante alguna técnica capilar de separacion. Tomado de [5].
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En 2010, Theberge B. y colaboradores 19 lograron generar un gradiente de concentraciéon
de colorantes en microgotas mediante el acoplamiento de un equipo de UPLC (Ultra
Performance Liquid Cromatography) a un dispositivo de microfluidica (Figura 2-8 B). De
manera un poco diferente, Jin-Young Kim en 2012%° reporto la fabricaciéon de una columna
C-18 incrustada dentro de un dispositivo de microfluidica, esta a su vez asociada a un

disefio para la formacidn de microgotas (Figura 2-8 C).

Canal de EC

Entrada '

de —_—

Buffer

Inyeccidn de la muestra
Aceite Entrada UPLC
ML B C
Muestra B L - - Aceite
ixt Columna

mixta
8 _— UPLC L J

oeoe
Detector UV ®

i
r'l

A

coe?®
Pico 4

|

Absorbancia

% F. organica

Tiempo
Tiempo Frente pico 4 |
acuosa Fase eoe oo o
orgénica See L
Cola pico 3 L ] eeoe®

Pico 3 Frente pico 3.
—— —

Figura 2-8. Reportes recientes de técnicas de separacion acopladas a dispositivos de microfluidica basado en microgotas. (A)
Electroforesis capilar acoplada a microchips para analisis de mezclas de aminoacidos. (B) UPLC acoplado a microchips para el
analisis de mezclas de colorantes generando microgotas con un gradiente de concentracién de los colorantes. (C) Insercién de
una columna tipo HPLC en un dispositivo de microfluidica para la formacién de microgotas.
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Importancia del acoplamiento de la técnica HPLC a dispositivos de
microfluidica

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), por sus siglas en inglés, es una de
las técnicas mas socorridas en una gran cantidad de laboratorios de diversas indoles y
tiene un gran numero de aplicaciones en la investigacidn y en la industria. Permite llevar a
cabo la separacidon de mezclas complejas con un gran numero de moléculas pequeias asi

. s .. 19
como la separacién de compuestos muy similares entre ellos .

El acoplamiento de un equipo HPLC a un dispositivo de microfluidica basado en
microgotas permite llevar a cabo la separacion de una mezcla compleja en el HPLC e
introducir en las microgotas uno a uno los compuestos separados segln su tiempo de
retencidn. Las microgotas mantienen la separacidon que se logra inicialmente y pueden ser
analizadas por diferentes métodos espectroscépicos o electroquimicos. Esto resultaria de
gran utilidad para llevar a cabo escrutinios de alta eficiencia, ensayos enzimaticos y
celulares. Sin embargo, hasta hoy solo se ha logrado desarrollar el acoplamiento de las
técnicas a microchips y comprobar que la separaciéon de los compuestos permanece
constante. Utilizar este principio en aplicaciones mas importantes es uno de los objetivos

innovadores de este trabajo.

En particular en este trabajo se describe el acoplamiento de un equipo de HPLC,
conectado a una columna C-18, a un dispositivo de microfluidica para llevar a cabo la
identificacidn de inhibidores enzimaticos, generando un gradiente de concentracidn de los
mismos y logrando evaluar su actividad inhibitoria a distintas concentraciones segun su

composicion en las microgotas.
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2.2 Neuraminidasas

Las neuraminidasas o sialidasas son una familia de enzimas capaces de catalizar la
reacciéon de hidrdlisis de un dacido sidlico terminal presente en una diversidad de
glicoconjugados. Estas enzimas generalmente actlan sobre el acido N-acetilneuraminico
(acido sialico) presente en glicoproteinas de la membrana celular. En la Figura 2-9 se
presenta un esquema de la reaccidon general de hidrolisis del acido sidlico asistido por las
neuraminidasas, donde R’ puede ser el sitio de unién del acido sialico a alguna proteina,

lipido u oligosacarido, entre otros.

R =-CH; (acido N-acetilneuraminico) o -CH,OH (acido gliconeuraminico)
R’ = oligosacdrido, proteina, lipido, etc.

Figura 2-9. Reaccion general de hidrdlisis del acido sidlico asistido por neuraminidasa.
(http://www.worthington-biochem.com/NEUP/, 20-04-16)

Las neuraminidasas estan presentes en humanos, bacterias, virus, hongos vy
. 21 . , . . .y .
protozoarios “". Juegan un rol importante en patogénesis, nutricion bacteriana y algunas

interacciones celulares 2.
2.2.1 Virus de la Influenza

Un caso particular y de gran importancia de las neuraminidasas es su actividad durante el
proceso infeccioso del virus de la influenza. El estudio de este virus ha logrado identificar
algunas proteinas clave para su propagacion: hemaglutinina, neuraminidasa y proteinas

M2 (Figura 2-10) .
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Figura 2-10. Esquema del virus de la influenza. Se observan
tres proteinas clave del proceso infeccioso: hemaglutinina
azul, neuraminidasa vino y canales M2 morado.
(http://espanol.cdc.gov/enes/flu/images.htm 20-04-16).

La hemaglutinina se encarga de unir los acidos sidlicos terminales de la célula receptora a
la superficie del virus mediante enlaces glucosidicos. De esta manera, el virus se ancla a la
célula huésped y entra a la célula por endocitosis. En el endosoma, el pH es
considerablemente bajo (5.5-6.0) y a este valor el canal de protones M2 en la membrana
del virus se activa permitiendo la entrada del material genético del virus en la célula y
desencadenando asi la replicacidn. Los viriones comienzan a formarse en la superficie de
la célula quedando unidos a la membrana lipidica por enlaces glucosidicos con el acido

salico de la membrana celular 2.

En el dltimo paso la neuraminidasa del virus se encarga de hidrolizar los enlaces
glucosidicos que mantienen unidos los viriones con la membrana celular, liberando asi los
viriones para que estos puedan seguir con el proceso infeccioso. En pocas palabras la
neuraminidasa del virus de la influenza se ve fuertemente implicada en la propagacién de

la enfermedad (Figura 2-11)
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Actividad de la
Neuraminidasa

Figura 2-11. Ciclo de vida del virus de la Influenza. (1) Anclaje del virus a la membrana celular mediante la formacion de
enlaces glucosidicos por la actividad de la hemaglutinina. (2) Formacion del endosoma. (3) Activacion de proteinas M2 en
el virus. (4) Liberacion del material genetico del virus en la celula. (5) Replicacion del material genetico del virus.
(6) Formacion de nuevos viriones en la membrana celular. (7) Liberacion de los viriones debido a la actividad de la
neuraminidasa.

Inhibidores de l1a neuraminidasa del virus de la influenza

Los farmacos con mayor eficiencia para el tratamiento de la influenza son aquellos que
inhiben la actividad neuraminidasa. A nivel mundial, existen dos inhibidores: Relenza®
(Zanamivir) y Tamiflu® (Osetalmivir). El estudio en Japon sobre este tema ha logrado el
desarrollo y la obtencién de licencia en este pais de dos compuestos mas: Peramivir y

Laninamivir (Figura 2-12) **.

NH /
OH OH  NHCOCH; NHCOCH; NHCOCH, oH o NHCOCH;
T H : HN TooH
NYNH 0 NH, A NH, NYNH
> NH; \g o NH;
Ho” Yo Ho” o o o Ho” Yo
Zanamivir Oseltamivir Peramivir Laninamivir

Figura 2-12. Estructuras quimicas de inhibidores de la neuraminidasa del virus de la influenza. Tomado de [24].
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A pesar de la existencia de esta serie de compuestos inhibidores de la neuraminidasa del
virus de la influenza, existe una gran necesidad de producir nuevos compuestos capaces
de combatir las cepas del virus que han generado resistencia a estos medicamentos. Por
ejemplo, durante la temporada del 2008-2009 la cepa estacional AH1IN1 del virus de la
influenza generd una resistencia hacia el Oseltamivir en un 99 % de los casos que se

25

detectaron “°. Problemas como este exigen el desarrollo de nuevos antivirales mas

eficientes, razén por la cual la investigacion sobre el tema es aun de gran relevancia.
2.3 Neuraminidasa de Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es una bacteria gram-positiva causante de diversas enfermedades
en humanos tales como gangrena gaseosa o enterotomia en humanos. La secuenciacion
del genoma de C. perfringens ha permitido identificar tres genes que codifican para tres
neuraminidasas diferentes, NanH, Nanl y NanJ. Sin embargo, solo Nanl y Nanl son
secretadas. El producto del gen nanl/ es una neuraminidasa de 77 kDa que puede ser

aislada de tal forma que conserve su actividad como sialidasa (Figura 2-13) 2,

Figura 2-13. Estructura de la Neuraminidasa (Nanl)
de Clostriduim perfringens acomplejada con acido
sidlico. PDB: 2BF6.
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La forma relativamente sencilla y barata de obtener la neuraminidasa de C. perfringens, en
comparacion con las enzimas del virus, provoca que esta enzima resulte un modelo de
estudio inicial para la actividad de neuraminidasas y la busqueda de inhibidores para este

. . 2
tipo de enzimas 7.

2.4 Técnicas de estudio para determinacion de la actividad

de neuraminidasa.

Para el estudio de las neuraminidasas generalmente se trabaja con sustratos que
contengan en su estructura algun marcador fluorescente formando un enlace glucosidico
con el acido sialico, de tal forma que, al darse la reaccion de hidrdlisis catalizada por la
enzima, se libere el compuesto fluorescente y se pueda seguir la reaccidon por medicién de

fluorescencia.

Para ello se emplea principalmente la enzima aislada de C. Perfringens junto con el acido
2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico (4-MUNANA). Dicho sustrato se conforma
por el acido N-acetilneuraminico (acido sidlico) unido mediante un enlace glucosidico a
4-metilumbeliferona (4-MU). Esta Ultima es una cumarina con propiedades fluorescentes

(Figura 2-14).
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¥~/ ‘/ 4-metil umbeliferona T MR, 7 O
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Figura 2-14. Reaccion de hidrolisis del 4-MUNANA catalizada por neuraminidasa.
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Espectro de absorcion y emision de la 4-metilumbeliferona

A pH alcalino la florescencia de la 4-MU tiene un maximo de emisién alrededor de los
450 nm, mientras que el maximo del espectro de excitacion se encuentra alrededor de los

375 nm (Figura 2-15).
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Figura 2-15. Espectro de absorcion (superficie azul) y emision (superficie rosa) de 4-MU.
(https://www.semrock.com/SetDetails.aspx?id=2845- 05-04-16)

2.4.1 Estudio de neuraminidasas en microchips.

Recientemente, los estudios de inhibicién enzimatica de diversas enzimas en microchips
se han intensificado. Entre ellos en 2013, el grupo de trabajo de Ishimoto T. 28 reportd los
resultados de un estudio cinético de la neuraminidasa de C. perfringens utilizando como
sustrato 4-MUNANA. Mediante un dispositivo de microfluidica en dos piezas, una convexa
y una céncava, se logré inmovilizar la enzima en la primera pieza y el sustrato en la
segunda utilizando polientilenglicol (Figura 2-16 A). Haciendo uso de este dispositivo y al
hacer pasar un flujo en fase acuosa por el canal formado lograron medir la actividad de la
enzima en presencia de Zanamivir (Relenza ®). En la Figura 2-16 B se observan dos
canales, a la izquierda se aprecia la actividad de la enzima sin inhibidor, mientras que el
canal a la derecha se aprecia una disminucion considerable en la fluorescencia

correspondiente a la actividad de la enzima en presencia de Zanamivir.
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Figura 2-16. (A) Esquema del dispositivo utilizado por el grupo de Ishimoto para llevar a cabo los ensayos enzimaticos de
la neuraminidas de C. perfringens. (B) Demostracion de la actividad inhibidora de Zanamivir sobre la neuraminidasa.
Tomado de [28].

2.5 Actividad del extracto natural Umckaloabo (UMK) como

inhibidor de neuraminidasas.

Umckaloabo (UMK) EPs®7630 es un extracto etandlico de la raiz de Pelargonium Sidoides
(Gerniaceae), planta originaria de Africa que ha sido utilizada como una medicina
tradicional en varias regiones de Sudafrica para el tratamiento de enfermedades
respiratorias 2 UMK se ha comercializado desde el afio 2005 por la compaiiia Alemana
Farmasa-Schwave y es comunmente utilizado para el tratamiento de bronquitis y resfriado

comun.

UMK estd compuesto principalmente por polifenoles. Entre ellos, un gran porcentaje
corresponde a galocatequinas y epigalocatequinas oligomerizadas en una gran variedad
de estructuras *°. Como se observa en la Figura 2-17, el grupo OH sobre el carbono en la
posicion tres del heterociclo es lo que diferencia a una galocatequina de una
epigalocatequina 3 la configuracion trans corresponde a las galocatequinas mientras que

las epigalocatequinas presentan una configuracion cis.
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Unidad monomérica de galocatequina

Unidad monomeérica de epigalocatequina

Figura 2-17. Se observa una fraccion del oligémero de galocatequinas y epigalocatequinas presentes en gran
proporcion en el extracto de UMK. Arriba se sefiala en un circulo punteado el heterociclo con una configuracién
trans caracteristico de una galocatequina. Debajo se sefiala el heterociclo con una configuracién cis caracteristico
de una epigalocatequina. Tomado de [31].

Existen reportes que han comprobado la actividad de este compuesto como inhibidores
de la enzima neuraminidasa del virus de la influenza ** asi como su actividad
bactericida *. Trabajos previos en nuestro laboratorio han evaluado su actividad como
inhibidor de la neuraminidasa de C. perfringens mediante ensayos espectrofotométricos.
Sin embargo, no se ha logrado identificar cual o cuales de los compuestos en el extracto

son los que tienen actividad inhibidora.
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2.6 Principios de cinética enzimatica

La funcién de una enzima es acelerar la velocidad de una reaccidon quimica especifica en
un sistema bioldgico. La cinética enzimatica es una rama de la enzimologia que estudia los
factores que afectan la velocidad a la cual una enzima cataliza una reaccién. Entre los
factores mas importantes se encuentran: la concentracidn de la enzima, la concentracién
de los ligantes (sustrato, productos, inhibidores y activadores), pH, fuerza idnica y

4 ., .. Spe s
*  Todos estos factores afectan la reaccién enzimatica y un anlisis

temperatura
apropiado sobre ellos nos puede proporcionar informacidn relevante sobre la naturaleza

de la enzima en estudio.

Como se observa en la Figura 2-18, una reaccion enzimatica es un ciclo catalitico que
conlleva la formacién de un complejo enzima-sustrato (ES) en equilibrio quimico con el
sustrato (S) y la enzima (E) libres. El complejo ES también puede disociarse hacia la
formacién de productos (P) dejando a la enzima libre para poder tomar otra molécula de

sustrato y poder llevar a cabo nuevamente la transformacién del sustrato en productos.

: Sustrato Productos O

Enzima Complejo

Enzima-Sustrato

ki Kcat
E+-S=Es—P+E
k.1

Figura 2-18. Modelo de la actividad de una enzima sobre una molécula de
sustrato. El sustrato libre (S) se une a la enzima libre (E) formandose el
complejo (ES) en equilibrio con E y S. El complejo ES se puede disociar de
manera irreversible liberando los productos y quedando la enzima libre.
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Durante una reaccién enzimatica comunmente la concentracidn de enzima permanece
constante mientras que la concentracion de sustrato disminuye debido a que este se
transforma en productos. Por ello el valor de la velocidad inicial (vy), corresponde a la
velocidad en la que el sustrato se transforma en productos. Se mide solo cuando no mas
del 5% de la concentracion inicial de sustrato ha sido utilizada y por lo tanto la reaccion

reversible es despreciable.

En la Figura 2-19 se observa el comportamiento de la velocidad inicial en funcién de la
concentracion de sustrato, el cual se encuentra descrito por la ecuacién de

Michaelis-Menten:

Vmax [S]

Y0 = K + [S]

Donde:
Vinax = Velocidad maxima
[S] = Concentracién de sustrato
K,, = Constante de Michaelis
vy = velocidad inicial

Al inicio en la grafica de la Figura 2-19, a concentraciones bajas de sustrato, se puede
observar que el aumento de la vo muestra una tendencia lineal y, conforme aumenta la
concentracion de sustrato el cambio de la velocidad inicial disminuye hasta llegar a un
punto donde permanece constante. En este punto la enzima ha llegado a la saturacién, es
decir, todas las moléculas de enzima se encuentran en la forma ES, por lo tanto la
velocidad de transformacién de sustrato a productos permanece constante y se conoce
como V.. La constante de Michaelis (K,) es un pardmetro que corresponde a la
concentracion de sustrato a la cual la velocidad inicial es un medio de la V,,,,. La K, resulta
un parametro que nos da informacién acerca de la afinidad del sustrato por la enzima,

cuando su valor es pequeno significa que se necesitan concentraciones bajas de sustrato
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para poder saturar la enzima, lo que indica una alta afinidad del sustrato hacia la enzima.
El caso contrario donde el valor de K, es grande, significa que se necesitan
concentraciones altas de sustrato para saturar las moléculas de enzima indicando una

baja afinidad '

Velocidad inicial (vg)

K [Sustrato]

Figura 2-19. Velocidad inicial de una reaccidon enzimatica
en funcion de la concentracidon de sustrato.

2.6.1 Inhibicion enzimatica

Cualquier sustancia capaz de disminuir la velocidad de una reaccién enzimdtica puede ser
considerada como un inhibidor (I). Un inhibidor cominmente es una molécula pequefia
que puede interactuar con una enzima de diferentes maneras, segun el tipo de interaccion

puede ser clasificado como un inhibidor competitivo, no competitivo o acompetitivo '

A grandes rasgos, el caso mas sencillo es la inhibicion competitiva, donde el inhibidor
compite directamente con el sustrato por el sitio activo en la enzima libre, provocando un
aumento en el valor de K, de la reaccion de la enzima con su sustrato natural. La
inhibicién no competitiva es aquella donde el inhibidor se puede unir ya sea a la enzima
libre o bien a al complejo enzima sustrato. En este caso el inhibidor se puede unir a algun
otro sitio en la enzima diferente al sitio activo generando un cambio en la estructura
tridimensional de la enzima, reduciendo la eficiencia de la enzima y por lo tanto
disminuyendo el valor de la V4 Un inhibidor acompetitivo se une exclusivamente al

complejo ES en algun sitio diferente al sitio activo de la enzima, estos inhibidores son
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capaces de disminuir la afinidad de la enzima por el sustrato y de disminuir la eficiencia de

la enzima, es decir, provocan un aumento el valor de K, y una disminucion en el valor de

Vimax * (Figura 2-20).

&KM kcat
E+S* ES *E+P
- +
| |
K oK
&KM
EI —» ESI

Figura 2-20. Esquema para el equilibrio de una reaccién enzimatica en presencia y en

ausencia de un inhibidor.
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3 Desarrollo Experimental
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3.1 Fabricacion de microchips

El proceso de fabricacion de dispositivos de microfluidica (microchips) comenzé disefiando
un arreglo de microcanales de 150 um de ancho por 100 um de altura utilizando el
software Adobe lllustrator C56, el cual permite dibujar patrones con lineas que van desde

décimas a cientos de micrémetros

La Figura 3-1 muestra el disefio de los microchips utilizados en este trabajo. Este arreglo
de microcanales esta basado en el trabajo realizado por el grupo de Katsuki, H. 33 guienes
disefiaron un arreglo de microcanales con geometria de fractales para el estudio de la
cinetica de reacciones bioquimicas. Una explicacién mds amplia sobre el disefio y

funcionamiento del microchip se dara en la seccién 3.2.

Figura 3-1. Disefio del microchip utilizado en este proyecto.
Una vez dibujados los disefios, se mandaron a imprimir en negativo sobre acetato
(Graficos Digitales Denver), los cuales sirvieron como mdascaras para transferir el disefio a

los moldes.

3.1.1 Fabricacion de Moldes mediante fotolitografia suave

La fotolitografia suave es una técnica que permite obtener dispositivos de microfluidica a
través de la fabricacién de moldes y replicas. Dicha técnica se puede dividir en dos
secciones, primero la fabricaciéon de un molde maestro utilizando una resina fotosensible

SU-8y, segundo, la obtencidn de réplicas mediante el uso de polidimetilsiloxano (PDMS).
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Obtencion del Molde maestro

En la Tabla 3-1 se describe el procedimiento seguido para la fabricacion de moldes

mediante la técnica de fotolitografia utilizado la resina SU8-2015 (Microchem).

Tabla 3-1. Procedimiento para la fabricacion del molde maestro. Se describe el procedimiento para una resina
SU8-2015.

#de L
Descripcion del proceso Esquema
paso
Tratamiento de la oblea. Se colocd una oblea de silicio
(r=3.81 cm, Silicon Valley Microelectronics) sobre una < < < <
1 parrilla a 200 °C durante 10 minutos, posteriormente 5 Oblea Si
minutos en un horno a 70 °C, con la finalidad de eliminar (W ] ]
el agua adsorbida.
Spin Coat. La oblea limpia y seca se fijé6 mediante vacio 1) 1052500 rpm
sobre el spin coater. Sobre ella se agregaron alrededor de 2) 30sa1250 rpm

3 mL de resina SU8-2015 (Microchem). Se utilizé un

2 programa de spin en dos tiempos: :?;
1) t=10s 0=500rpm a=100rpm/s

2) t=30s 0=1250rpm a=300rpm/s

Calentamiento suave. La oblea con la pelicula de resina se ( (
coloco sobre una parrilla a 95 °C durante 5 minutos para ( (

3 evaporar los disolventes que contiene la resina. Los pasos Obleassi
2y 3 se repitieron tres veces para obtener un grosor final W) 1

de 100 um.

Exposicidn UV. Se alined la oblea con la mascara de uv

acetato que contiene impreso el patrén del microchip, se
colocé bajo la [dmpara de UV (UVG-L25UV) durante 7 min
a7 cmde alturay Al =350 nm, iniciando asi la
polimerizacidn en las zonas donde la mdscara permite el
paso de luz.

(o] JIE ]

¢ 8§ ¢

5 Calentamiento Post exposicion. La oblea se colocd sobre Shie
1
una parrilla a 95 °C durante 10 minutos para que la o0 ]
reaccion de polimerizacién terminara por completo.

Revelado. Se sumergié la oblea durante 10 minutos en el
revelador (1-metoxi-2-propanol acetato), agitando

6 constantemente durante ese tiempo para eliminar toda la
resina que no fue polimerizada. Se sacd y enjuagd con
isopropanol, se secé con aire comprimido y se colocé en Oblea Si

una caja de Petri.
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Fabricacion de microchips con PDMS

El PDMS es el polimero mas extensamente utilizado en la fabricacién de dispositivos de

microfluidica, pertenece a una familia de polimeros que contienen aceites de silicdn,

cuenta con ciertas caracteristicas que lo hacen altamente biocompatible, apto para su uso

en microfluidica y ensayos espectrofotométricos debido a su transparencia en la zona del

UV y visible.

Obtencion de réplicas.

Se pesaron 25 g de prepolimero PDMS (Sylgard 184, Silicone Elastomer base,
Dow Corning) y se agrego el 8.5 % en masa de agente curante (Sylgard 184,
Silicone Elastomer curing agent, Dow Corning). La mezcla se agité durante unos
minutos hasta alcanzar la homogenizacion.

Se vertio la mezcla sobre el molde de SU-8 que se encontraba dentro una caja
Petri. Se dejo reposar durante 5 min y se colocd dentro de una campana de
vacio durante 5 min para extraer las burbujas atrapadas en la mezcla.

Ya eliminadas las burbujas del molde con PDMS, se colocd en un horno a 70 °C
durante al menos 12 horas para acelerar el proceso de polimerizacién del
PDMS.

Finalizada la polimerizacién el PDMS adquiere una consistencia sélida y suave.
Se cortdé con bisturi a los alrededores del patron de SU8. Se desprendidé del
molde con ayuda de espatula.

Se hicieron las perforaciones pertinentes sobre el microchip de PDMS para la
entrada de los fluidos con ayuda de punzones (Harris punch), d = 0.75 mm
para entradas de fase acuosa y organica, 1.5 mm para entrada del equipo

HPLC.
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3.1.2 Sellado de microchips

El sellado del microchip se realiza aprovechando las caracteristicas fisicoquimicas del
PDMS y otros materiales basados en silicatos como el vidrio y el cuarzo. La oxidacion de
estas superficies se enriquece con grupos siloxilos generando radicales libres. Cuando dos
superficies tratadas con plasma de oxigeno son puestas en contacto se forman enlaces

covalentes y permanecen unidas 3,

Las superficies del microchip de PDMS vy vidrio se trataron con plasma (Corona Treater,
BD-20AC, Electro-technic Products) durante 15 s y 60 s respectivamente (Figura 3-2). Se
juntaron las superficies quedando adheridas una a la otra. El microchip se dejé reposar

durante 24 horas en un horno a 70 °C.

Figura 3-2. (A) Se muestra la descarga de plasma de oxigeno (Corona Treater, BD-20AC, Electro-technic
Products) sobre un portaobjetos de vidrio. (B) Descarga de plasma de oxigeno sobre la superficie de
microchip de PDMS. En ambos casos el plasma activa las superficies generando radicales libres que
pueden formar enlaces covalentes al poner ambas superficies en contacto.

3.1.3 Caracterizacion fisica de los microchips de PDMS

La caracterizacion fisica de los microchips nos permite conocer exactamente el ancho y la

altura de los canales obtenidos en las réplicas de PDMS.

Para ello, se realizaron cortes diagonales sobre los moldes de PDMS antes de ser

adheridos al portaobjetos (Figura 3-3) y la seccion obtenida se observd al microscopio con
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el objetivo 10X (Leica, NA = 0.25) tomandose fotografias por triplicado con la cdmara
Phantom (ver seccién 3.4). Se analizaron las fotografias con el programa Image J (National
Institutes of Health) estableciendo una relacion entre el nimero de pixeles y la longitud
del microchip. El programa Image J se calibrd utilizando una fotografia con el objetivo

10X (Leica, NA=0.25) de una reticula microscépica con dimensiones conocidas.

Figura 3-3. Ejemplo de cortes realizados sobre microchips de PDMS para su
caracterizacion.

3.2 Formacion de microgotas

.~ . . . . . . 7
El disefio del microchip utilizado, basado en trabajos anteriores en el laboratorio ¥,

contiene un pentagono en el cual se introducen las diferentes fases al microchip: fase
acuosa (compuesta por dos flujos de disoluciones en fase acuosa y un flujo de HPLC) y una
fase organica compuesta por aceite mineral con 2 % m/m de Span 80 (Sigma- Aldrich)

(Figura 3-4).

La fase acuosa se introduce en la parte interna del pentdgono mientras que la fase
organica en la parte externa. Ambas fases viajan por sus respectivos canales de tal forma

que se intersectan en la parte inferior del pentdgono provocando la formaciéon de
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microgotas de fase acuosa dispersas en la fase orgdnica (Figura 3-4). Una explicacion mas

detallada se encuentra en la seccion 4.2.

Fase acuosa
\ /
\ /

A\ Lk
HPLC Purga, - \ 1
Pad |
Disolucion ! Disolucién Aceite = =2 €= = Aceite
en fase en fase

acuosa acuosa

I
I
I
I
1
I
I
I
I
! v
I
I
I
I
1
I
I
I

Figura 3-4. Disefio del pentagono para inyeccion de disoluciones y formacion de microgotas en el
microchip utilizado para el desarrollo de este proyecto. Se hace un acercamiento a la intersecion
entre los canales de la fase acuosa y los canales de la fase organica. En este punto se lleva a cabo
la formacion de microgotas mediante el corte por dos flancos de la fase acuosa el aceite.

3.2.1 Inyeccion de disoluciones

Inyeccion de fase acuosa

El HPLC (HPLC, LC-20AB, Shimadzu) se conecté al microchip introduciendo el extremo del
tubo de salida del equipo en la perforacion superior de la parte interna del pentagono
(d =1.5 mm). El flujo proveniente del HPLC normalmente es muy alto (6000 pL/h) en
comparacion con los demas flujos en la fase acuosa (< 110 pL/h) y para contrarrestar este

efecto se tiene una salida que corresponde a una purga.

La purga disminuye el flujo proveniente del HPLC succionando parte del liquido antes de
gue se mezcle con las otras disoluciones. Para ello, se conectd el extremo de un tubo
flexible (Diametro interno = 0.56 mm, Didmetro externo = 1.07 mm, PTFE, Cole Parmer) a
la entrada de purga en el microchip, el otro extremo del tubo se unié a una jeringa de
20 mL marca BD. La jeringa se colocé en una bomba (NE-1000, New Era) que permitia
jalar el embolo de la jeringa succionando a un flujo de 5940 uL/h. De tal forma que el

flujo de HPLC después de la purga se disminuye hasta 60 pL/h.
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Las demas disoluciones de la fase acuosa en todos los casos se colocaron en jeringas de
1 mL marca BD unidas por la aguja a un extremo de tubo PTFE y el otro extremo del tubo
se introdujo en una de las perforaciones del microchip uniendo la jeringa con el
microchip. Finalmente, las disoluciones se inyectaron gradualmente mediante bombas

(NE-1000, New Era).

Inyeccion de fase Organica

De la misma manera se introdujo la fase orgdnica en la parte superior externa del
pentagono (Figura 3-4). Para la fase orgdnica se utilizd aceite mineral con 2 % m/m de

Span 80 (Sigma-Aldrich).
3.2.2 Tiempo de residencia de las gotas en el microchip

Se tomd un video de las gotas recién formadas y con ayuda del software PCC 2.2 (AMETEK,
Materials Analysis Division) se determiné la velocidad de las gotas en la recta inicial del
disefo de fractales. Una vez obtenida la velocidad es posible determinar cuanto tiempo
tarda en llegar una gota a cierto punto del microchip si se conoce la distancia recorrida

segun la siguiente ecuacion.

Distancia recorrida

Lres
Vgotas

Por lo tanto, conociendo la velocidad de las gotas y la distancia recorrida en cada punto
del microchip se determino el tiempo de residencia de las gotas en cada curva utilizando
una hoja de calculo. En este punto se prestd especial atencidn en el centro del microchip,
debido a que en este punto el diseiio de fractales permite obtener informacidn suficiente
y relevante de cuatro tiempos significativamente diferentes de una reaccion que sucede
dentro del microchip (Figura 3-5). Los valores obtenidos dependen de los flujos utilizados

y se reportan en la seccidn 4.3 de resultados y discusion.
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Figura 3-5. Se observa un acercamiento a la cruz cinco de microchip, este corresponde al centro del disefio de
fractales. En este punto se determiné el tiempo de residencias de las gotas para cada una de las curvas presentes. Las
flechas indican la direccion del flujo. Flecha azul gotas en la curva con menor tiempo de residencia, flecha verde gotas
en la curva con mayor tiempo de residencia.

3.3 Arreglo experimental para la medicion de la

fluorescencia

Los ensayos llevados a cabo en este trabajo se realizaron mediante el seguimiento de
4-MU dentro de los microchips. 4-MU es una molécula con propiedades fluorescentes y

presenta un maximo de absorcion a 360 nm y un maximo de emision a los 450 nm.

Para inducir la fluorescencia de 4-MU en microchips se colocé el microchip en un
microscopio de fluorescencia (Leica, DMI3000-B) y se proyecto luz sobre los canales del
microchip a través del objetivo (20X, Leica, NA = 0.3) del microscopio de la siguiente
manera: la luz se generd en una ldmpara (PhotoFluor I, Chroma, 89 North) que produce
un abanico de longitudes de onda entre el visible y el ultravioleta. La luz se dirige hacia el
microscopio, a través de un cable de fibra dptica, entra al microscopio y pasa a través de
un cubo de fluorescencia DAPI-50LP-A (Semrock, Inc.). Los componentes del cubo (filtro
de excitacion, filtro de emisién y espejo dicroico) tienen caracteristicas especiales para la
medicion de la fluorescencia de 4-MU vy sus espectros de transmitancia se muestran en la

Figura 3-6.
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Filtro de excitacion (FF01-377/50, BrightLine). La linea morada en la Figura 3-6 muestra el
espectro de transmitancia del filtro de excitacion. El filtro solo permite el paso de luz en
un intervalo de 350 y 400 nm, que corresponde a la regidon de excitacién de la 4-MU

(superficie morada en Figura 3-6).

Espejo dicroico (FF409-DI03, BrigthLine). La linea azul en la Figura 3-6 muestra el espectro
de transmitancia de este espejo, el cual refleja toda la luz con longitudes de onda menores
a 409 nm y permite el paso por encima de esta longitud de onda. La luz reflejada se
orienta hacia la muestra a través del objetivo del microscopio. Se induce la fluorescencia
de 4-MU en el microchip y parte de la luz que emite (superficie azul en Figura 3-6) regresa

al espejo a través del objetivo.

Filtro de emision (FF02-409/LP). Este filtro absorbe longitudes de onda menores a los

409 nm y permite el paso de longitudes de onda mayores (linea verde, Figura 3-6).
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Figura 3-6. Espectros de transmitancia para el juego de filtros y espejos utilizados en el microscopio de
fluorescencia asi como espectro de absorcidon y emisidon para 4-MU. Linea morada: transmitancia del filtro de
excitacion. Linea azul: transmitancia del espejo dicroico. Linea verde: transmitacia filtro de emision. Superficie
morada: espectro de absorcion de 4-MU. Superficie verde: espectro de emision 4-MU.
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3.4 Camara Phantom

El analisis de las microgotas en este trabajo para la obtencidn de datos fue a través del
anadlisis de videos de las gotas en microchips. Para ello, se utilizé6 una camara de video

Phantom (Miro M110, AMETEK) acoplada al microscopio de fluorescencia.

La camara Phantom es una camara de alta velocidad que permite capturar hasta 5000
cuadros por segundo. El software PCC 2.2 es el controlador de la cdmara, entre otras cosas

nos permite manipular 3 pardmetros importantes para la obtencidn de videos:
Resolucidn. Es el tamaiio de la imagen en pixeles que nos da la cdmara.

Velocidad de captura (Ucsp). Corresponde al nimero de cuadros por segundo que captura

la cdmara.

Tiempo de exposicidn (teyp). Corresponde al tiempo que permanece abierto el obturador

de la cdmara para tomar un cuadro.

Estos parametros se optimizaron para cada experimento como se especificard mas

adelante.

3.5 Curva de calibracion de la fluorescencia de la 4-MU

Preparacion de disoluciones.

Se pesaron 2.27 mg de 4-metilumbeliferona (4-MU, MM = 176.17 g/mol, Sigma Aldrich,
M1381) se disolvieron en 10 mL de un buffer que a partir de este momento se manejara
como “Buffer de Fosfatos” (50 mM, pH 7, 0.2 % BSA, 150 mM KCI) al 10 % de metanol y
se obtuvo un stock de concentracion de 1.29 mM. Del stock se tomaron 77.5 uLy 232.5 pL
ambos volumenes se llevaron a un ml con el Buffer de Fosfatos. Se obtuvieron

disoluciones de trabajo 100 uM y 300 uM, respectivamente.
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Obtencion de la curva de calibracion de fluorescencia de las gotas en
funcion de la concentracion de 4-MU.

La curva de calibracién se obtuvo dentro de microchips acoplados al equipo de HPLC. El
flujo del HPLC, la fase movil, fue de 0.1 mL/min y se compuso por 85% H,0 y 15 % MeOH.
Ademas del flujo de HPLC se introdujo un flujo de 180 uL/h de la fase organica para llevar
a cabo la formacion de microgotas. El flujo de HPLC y aceite se mantuvieron constantes

durante todo el experimento.

Las disoluciones de trabajo de 4-MU y un Buffer de Fosfatos se inyectaron mediante

bombas y jeringas de 1 mL segun el arreglo en la Figura 3-7.

« — — Aceite 2% m/m Span 80

HPLC —>. Purga
7/
4-MU 100 uM & Buffer fosfatos
300 uM

N

Figura 3-7. Arreglo para inyeccion de disoluciones al microchip
durante los experimentos para la obtencion de curvas de
calibracion.

Como se muestra en la Tabla 3-2, con ayuda de las bombas se fue variando el flujo de
4-MU y buffer manteniendo siempre un flujo total de 180 uL/h en la fase acuosa, recordar

que el flujo de HPLC en esta zona es de 60 pL/h.
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Tabla 3-2. Flujos de disoluciones de 4-MU y buffer de reaccion utilizados para la obtencién de curvas de calibracion.
En todas las condiciones se mantuvo constante un flujo de 60 pL/h de HPLC en la zona de formacién de microgotas asi

como un flujo de 180 uL/h de la fase organica.

Disolucién 4-MU 300 uM Disolucién 4-MU 100 pM
Flujo 4-MU | Flujo Buffer iﬁ;’:’é:};:s Flujo 4-MU | Flujo Buffer n:'c':/('):jtr;s

(uL/h) (uL/h) (uM) (uL/h) (uL/h) (M)
90 30 150 95 25 52.6
75 45 125 83.5 36.5 46.8

60 60 100 72 48 40
45 75 75 57 63 31.6

37 83 20
20 100 111

10 110 5.6

3.5.1 Obtencion y analisis de videos

Tracker 4.92 es un software libre para analisis de videos desarrollado por Douglas Brown y

entre otras cosas permite analizar regiones RGB (Red-Green-Blue) en una determinada

seccion en la imagen de un video, de tal forma que se puede analizar el cambio en la

intensidad de luz a través del tiempo en el video.
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Figura 3-8. Interfaz de Tracker. El cirulo rosa que se observa en uno de los canales del video delimita la region RGB
que se analizara durante todo el video. En este punto corresponde a la “curva a” del centro del microchip. En la
esquina superior derecha de la imagen se observa el grafico generado por Tracker, debajo se encuentra la tabla de

datos que se genera, un dato por cada medicién.
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Para cada concentracion de 4-MU se tomaron videos de 5 s con la cdmara Phantom en la

cruz 5 del microchip utilizando los parametros que se muestran en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3. Parametros de la cAmara Phantom utilizados para la obtencién de videos durante la obtencion de curvas de
calibracioén.

Resolucién | 768x480 pixeles
Veap 40 fps
texp 24 000 ps

Para el andlisis de videos se utilizd un circulo de 60 pixeles de radio para analizar el
comportamiento de fluorescencia de las gotas en cada una de las curvas en la cruz 5

durante los 5 s de video.

Todos los resultados obtenidos con Tracker fueron tratados por el programa en Wolfram
Mathematica desarrollado por la estudiante de Doctorado Aimme Torres de nuestra
Facultad. Dicho programa permitid identificar todos los mdaximos en la serie de datos
obtenidos en Tracker, eliminando sefiales no deseadas y mejorando los resultados, como

se explica a continuacion.

Tracker toma una medicién cada cuadro del video (Vcap = 40 fps) de tal forma que para
generar el perfil de una sola gota se necesitan realizar mediciones en 6 pasos o bien 6

cuadros consecutivos (Figura 3-9):

Paso 1. En este momento Tracker realiza una medicidn en la interseccion entre dos gotas,
de tal forma que obtiene la luz del aceite y tensoactivo, sobre la misma imagen
(Figura 3-9, Paso 1) en la esquina superior derecha se observa un punto morado en el

grafico que muestra este valor de fluorescencia para la interseccién entre dos gotas.

Paso 2. La medicidn se realiza en la cabeza de una gota. Debido a la velocidad de la gota la

luz se difumina en las partes externas de la gota y aumenta en la parte central.
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Paso 3. La medicidn se realiza en la parte central de la gota. En este punto se obtiene la
fluorescencia maxima en la gota y es el valor que mas nos interesa obtener. Debido a que

es el dato que mejor describe la fluorescencia en la gota.

Paso 4. La velocidad a la cual se tomd el video nos permite obtener dos mediciones en la

parte central de la gota con valores muy similares de URF.

Paso 5. Se realiza la medicion en la cola de la gota el fendmeno es el mismo que en el paso
2. La fluorescencia disminuye con respecto al centro debido a que la luz se difumina en los

extremos.

Paso 6. Se vuelve a realizar una medicidn entre una gota y otra obteniéndose nuevamente

el valor de la luz en el aceite.
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Figura 3-9. Analisis de videos con Tracker. Se muestran el nimero de pasos necesarios para obtener el perfil de una gota que pasa
por alguna de las curvas en la Cruz 5 del microchip. En la esquina superior derecha de cada paso se muestra la grafica de
intensidad luminosa segun la seccion de la gota sobre la cual se este realizando la medicién.
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Una vez que se analiza por completo un video con Tracker se obtiene el perfil de
fluorescencia de las gotas como se muestra en la Figura 3-10. Los puntos que son de
nuestro verdadero interés son aquellas mediciones en el centro de la gota donde el valor

de la fluorescencia es maximo.

El programa desarrollado en Wolfram Mathematica permite obtener los valores maximos
en una serie de datos. A grandes rasgos este programa compara 3 puntos consecutivos de
la serie de datos. Obtiene la pendiente entre el primero y el segundo asi como la
pendiente entre el segundo y el tercero. Si entre estos puntos existe un cambio de
pendiente de positivo a negativo el programa registra un maximo y guarda las
coordenadas del punto medio, si el cambio es de negativo a positivo registra un minimo y
guarda las coordenadas del punto medio, si no hay cambio de pendiente el programa

avanza un punto y repite el procedimiento.

En la Figura 3-10 se muestran unidos por una linea verde los datos arrojados por Tracker, y
en rojo los puntos obtenidos mediante Wolfram Mathematica. Se obtiene la intensidad

de fluorescencia en unidades relativas de fluorescencia (URF) en funcidn del tiempo.

. URF
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Figura 3-10. A la izquierda se observa la grafica generada por Tracker tras el analisis de 3 s de video. A la derecha se observa
los resultados obtenidos con Mathematica, los puntos rojos en esta grafica corresponden a los maximos de fluorescencia de
cada gota.
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3.6 Ensayos Enzimaticos en microchips

Preparacion de disoluciones

Las disoluciones de neuraminidasa de Clostridium perfringens (Sigma Aldrich
N2876-100UN) asi como del sustrato 4acido  2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-
acetilneuraminico, 4-MUNANA (MM-= 489.41 g/mol, Sigma Aldrich M8639) se prepararon
en un Buffer de Fosfatos 50 mM, pH 7, con 0.2 % de BSA y 150 mM de KCl. Se pesaron
4,58 mg de neuraminidasa, se disolvieron en 1.0 mL quedando una concentracién
13.74 U/mL del stock de neuraminidasa, se tomaron 247.5 uL de stock y se llevaron a
1.0 mL obteniéndose una disolucion 3.4 U/mL. De 4-MUNANA se pesaron 5.71 mg, se
disolvieron en 1.0 ml quedando un stock de 12 mM. Se tomaron 37.5 ul y se llevaron a
1.5 mL obteniéndose la disolucion de trabajo de 300 uM, la cual corresponde a 3 veces la

K segun trabajos realizados anteriormente en el laboratorio 38,

Metodologia

La cinética enzimatica se midié dentro de microchips acoplados al HPLC. El microchip se
observd en un microscopio de fluorescencia con el objetivo 20X (Leica, NA = 0.3), los

flujos de HPLC y aceite fueron iguales a los utilizados en la curva de calibracién.

Las disoluciones de enzima (3.4 U/mL) y sustrato (300 uM) se introdujeron en jeringas de
1 mL se inyectaron al microchip a un flujo constante de 60 pL/h segin lo dispuesto en la

Figura 3-11.
@~ — Aceite 2% Span 80

HPLC (85 % H,0

15 % MeOH) Purga
Neuraminidasa _ 4-MUNANA
3.4U/mL 300 uM

Figura 3-11. Arreglo de inyeccion de disoluciones en
microchips para los experimentos de la reaccion de hidrolisis
de 4-MUNANA asistida por neuraminidasa.
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Obtencion y analisis de videos

Se tomaron videos en la cruz 5 del microchip con la cdmara Phanton, se utilizaron los
mismos pardmetros que en la curva de calibracién (Tabla 3-3). Los videos se analizaron
con Tracker y los resultados obtenidos se trataron con Wolfram Mathematica de la misma

manera que se hizo para la curva de calibracion.

3.7 Caracterizacion de un control positivo de inhibicion

(Zanamivir)

Para la caracterizacion de un control positivo para la inhibicién de la actividad de
neuraminidasa se utilizd Relenza®, el cual es un farmaco comercial utilizado para el
tratamiento de la influenza y que contiene como compuesto activo Zanamivir. Dicho
compuesto es un inhibidor, con licencia a nivel mundial, de la enzima neuraminidasa de
algunas sepas del virus de la influenza. Asi mismo su actividad inhibidora de la
neuraminidasa de C. perfringens fue evaluada durante el trabajo de tesis del QFB Enrique

Alvarez 38 .

Preparacion de disoluciones.

La preparacidon de disoluciones de enzima y sustrato se hizo de la misma manera que la
seccion anterior. Se utilizaron las mismas concentraciones para su inyeccion en

microchips.

Segun las especificaciones en la caja del producto cada dosis de Relenza® es de 25 mg, de
los cuales 5 mg corresponden a la masa de Zanamivir (332.32 g/mol), el resto
corresponde al excipiente. Asi mismo la solubilidad de zanamivir en agua a 25 °C,
temperatura promedio de trabajo en el laboratorio, es de 20 mg/mL ** Por lo tanto se
tomaron dos dosis de Zanamivir y se disolvieron en 500 pL de agua destilada

obteniéndose una disolucion saturada de Zanamivir de 20 mg/mL.
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Metodologia
Se realizaron ensayos de inhibicidn en microchips acoplados al HPLC manteniendo

constantes todos los flujos en el microchips como se indican en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4. Flujos utilizados de las disoluciones en el microchip para todos los ensayos enzimaticos realizados en este
trabajo.

Disolucién FIujo @C— — Aceite 2% m/m Span 80
(ut/h)
Neuraminidasa (3.4 U/mL) 60 HPLC (85 % H.0 Purga
4-MUNANA (300 pM) 60 15 % MeOH)
HPLC 6000
Aceite mineral 2% Span 80 180

Figura 3-12. Arreglo para la inyeccion de disoluciones en
microchip durante los experimentos con Zanamivir.

3.7.1 Inyeccion de Zanamivir en HPLC

Para la separacion en el HPLC se utilizé una columna fase reversa C18 (RaptorwI ARC-18,
2.7 um, 50 x 2.1 mm, Restek), la fase mavil se compuso por A (H,0) y B (MeOH). Se utilizd
un programa isocratico de A 15 % y B 85 % durante diez minutos. Se inyectaron 20 uL de

muestra a un flujo constante de 0.1 mL/min y se realizé la deteccién a 270 nm.

Obtencion y analisis de videos

En cuanto un compuesto comienza a emitir una sefal en el detector de HPLC tarda un
minuto con treinta segundos en recorrer el sistema de HPLC pasar por la tuberia de salida
y entrar al microchip acoplado. Considerando esto se tomaron videos de 4 min en la cruz
cinco del microchip 1 minuto con 30 segundos después de que se observaba la seiial de
Zanamivir en el detector del HPLC. Los videos fueron tomados con la cdmara Phantom
utilizando los pardmetros establecidos en la Tabla 3-5. Los videos fueron tratados con

Tracker y Mathematica para la obtenciéon de resultados.
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Tabla 3-5. Parametros utilizados para la obtencién de videos durante los ensayos con Zanamivir

Resoluciéon | 768x480 pixeles
Veap 24 fps
texp 41 000 ps

3.8 Identificacion de inhibidores en el extracto natural

Umckaloabo (UMK)

Se trabajé con un producto comercial de libre venta conocido como Umckaloabo® (UMK,
Farmasa Schwabe), el cual es un extracto de la raiz Pelargonium sidoides. Se realizaron
ensayos de inhibicion en microchips acoplados al HPLC manteniendo constantes todos los
flujos en el microchip segun lo dispuesto en la Tabla 3-4 y en la Figura 3-12 en la seccidn

de Zanamivir.
Preparacidn de disoluciones

La preparacion de disoluciones de enzima y sustrato se llevd a cabo de la misma manera
que en la seccién anterior, se utilizaron las mismas concentraciones para su inyeccién en

microchips.
Umckaloabo (UMK)

El producto se obtuvo en presentacién de grageas con 20 mg de extracto, para la
preparacion de la muestra se tomd una gragea se retird la recubierta mediante raspados
finos, se trituro, pesd (321.48 mg) y disolvid en 5 mL de agua destilada. La disolucidon
resultante se centrifugo a 10,000 rpm durante 5 min, se pasé tres veces a través de filtros
de 0.2 um (Spartan 13/0.2 RC, Whatman) quedando una disolucién final de concentracién

3.2 mg/mL lista para su inyeccion en HPLC.
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3.8.1 Separacion de UMK en HPLC

Para la separacion de los compuestos de UMK se utilizé la misma instrumentacién que la
separacidon de Zanamivir. La fase movil se compuso por A (H,0) y B (MeOH) con el
siguiente gradiente de elucién: 0 min-20 min (15 %B), 20 min-25 min (15 %B-100 %B),
25 min-35 min (100 %B). Se inyectaron 20 puL de muestra de UMK con un flujo constante

de 0.1 mL/min, con un detector UV en un canal a 320 nm y un segundo canal a 240 nm.

Obtencion y analisis de videos.

La obtencién de videos y el analisis se realizé en la cruz 5 del microchip en las mismas
condiciones que se han venido explicando. Los videos se tomaron con la cdmara Phanton
utilizando los mismos parametros que en la curva de calibracion (Tabla 3-3). Se obtuvieron
videos para cada pico predominante de la separacién de UMK, la extensién de los videos

fue alrededor de 4 min dependiendo del ancho de la base de cada pico.

Se realizaron experimentos por triplicado desde la inyeccién hasta la captura de videos

para cada pico predominante.

3.8.2 Analisis de fluorescencia en compuestos de UMK

Se inyectaron 20 uL de UMK a una concentracion de 3.2 mg/mL, se acopld la salida de
HPLC a un microchip. En el microchip no se introdujeron disoluciones de enzima vy
sustrato, en lugar de ellas se introdujo Buffer de Fosfatos (Figura 3-13), se llevd a cabo la

formacién de microgotas y el analisis de ellas en el centro del microchip.
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Fosfatos
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Figura 3-13. Arreglo para inyeccion de disoluciones en
microchip durante los experimentos para el analisis de
fluorescencia en los compuestos de UMK.

47



4 Resultados y Discusion
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4.1 Fabricacion de Microchips

Mediante la técnica de fotolitografia suave se lograron obtener replicas en PDMS de los
disefios de microchip para llevar a cabo ensayos enzimaticos segun lo descrito en la

seccion de desarrollo experimental.
4.1.1 Caracterizacion fisica de réplicas en PDMS

La caracterizacion fisica de los microchips de PDMS consiste en determinar las
dimensiones exactas de los microcanales. Para ello se realizaron cortes a las réplicas con
bisturi como los que se muestran en la Figura 4-1(A). Dichos cortes se observaron al
microscopio con un objetivo 10X y se tomaron fotos en distintas secciones del corte. Las
imagenes se analizaron con el programa Image J previamente calibrado Figura 4-1 (B) y

los resultados se resumen en la Tabla 4-1.

Figura 4-1. Caracterizacion fisica de las réplicas en PDMS de los microchips utilizados en este trabajo. (A) El cuadro delimitado por la linea
roja punteada es un ejemplo de corte realizado sobre las réplicas de PDMS vy la seccion que fue fotografiada con la cdmara Phantom
montada sobre el microscopio invertido, se observé la imagen con el objetivo 10X (B) Foto obtenida, con la cdmara Phantom, de una
seccion del corte observado al microscopio, las lineas rojas sobre la imagen muestran los resultados de la caracterizacion del microchip con
Image J.
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Tabla 4-1. Resultados de la caracterizacion de microchips correspondientes al analisis de 5 puntos diferentes en el
microchip.

Valor . .
. Desviacion estandar
determinado (um)
(um)
Ancho de |a 200.8 26
parte superior
Ancho de |a 199.7 3.7
parte inferior
Altura 104 1.1

Se pretendian obtener canales rectangulares de 150 um de ancho por 100 um de altura.
Sin embargo, como se muestra en la Tabla 4-1 el ancho de los canales es 50 um mas
grande que el valor esperado lo que corresponde a un error del 33 %. Es muy probable
gue este ensanchamiento se deba a una sobreexposicién a la luz UV durante el proceso de

. . 11
fabricacion del molde maestro ~.

Para fines practicos, el ensanchamiento de los canales no significa un problema para el

desarrollo del proyecto. Recordando la ecuacién de flujo

Axl
tres=T

Donde:
tres = tiempo de residencia del fluido en el canal

Q:Flujo  A:Areadel canal l:longitud del canal

Si el ancho del canal es mayor, el drea del canal también lo es. De tal forma que si el drea
aumenta, el tiempo de residencia de las microgotas también lo hard. Es decir, para los
objetivos de este proyecto obtener un canal con dimensiones mayores favorece la
disminucién de la velocidad de las microgotas dentro del chip y, por lo tanto, el aumento
del tiempo de residencia y esto permite el analisis de la reaccién enzimatica durante un

tiempo mas prolongado en los microchips. Asi mismo si las gotas tienen un tiempo de
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residencia prolongado no es necesario agregar grandes cantidades iniciales de enzima y

sustrato para poder detectar el producto acumulado, 4-MU.

4.2 Descripcion y funcionamiento del microchip

Para el desarrollo de este proyecto se utilizd un disefio de microcanales de 200 um de
ancho por 100 um de altura (Figura 4-2 A). El disefio se conforma por una seccion de
introduccion de disoluciones (Figura 4-2 D) la cual corresponde a un acercamiento de la
Figura 4-2 A. El arreglo de este pentagono esta dispuesto de tal forma que un flujo de fase
organica intersecte por los dos flancos a un flujo de fase acuosa provocando la formacidn

de microgotas de agua dispersas en una fase continta de aceite (Figura 4-2 B).

La parte interna del pentagono corresponde a la introduccién de la fase acuosa. Esta se
compone por tres flujos diferentes: un flujo de HPLC y dos flujos de disoluciones en fase
acuosa (estas ultimas dependen del experimento a realizar). El extremo de la tuberia de
salida del equipo HPLC se acopla en la entrada de la parte superior interna del pentagono,
introduciendo asi el flujo de la fase mévil del HPLC al microchip. Sin embargo, el flujo de
HPLC es muy alto (6000 uL/h) en comparacion con los demas flujos de la fase acuosa
(<100 pL/h), por esta razdn, se tienen una purga que se encarga de succionar una fraccion
del flujo de HPLC, de tal forma que, el flujo del HPLC se disminuye hasta ser comparable

con los flujos de las otras disoluciones.

La siguiente seccidn del disefio consiste en un canal de 28 cm de longitud, por la cual
viajan las microgotas. El canal tiene una geometria de fractales dispuesta en un area de
4 cm? (observe gue el canal corresponde a la linea negra mas no al espacio delimitado por
esta, observar la Figura 4-6 para un mejor entendimiento). La cantidad de giros en este
disefio permite acomodar una longitud considerablemente larga del canal en una seccion
pequeiia de drea. Asi mismo, y no menos importante, los giros en el microchip favorecen

la homogenizacién de las disoluciones que se mezclan en las microgotas.
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Como se observa en la Figura 4-2 D la fase orgdanica viaja a través de las lineas que dibujan
el pentdgono vy se intersecta con la fase acuosa por dos flancos, formandose microgotas
de fase acuosa dispersas en la fase organica (Figura 4-2 B). Una vez formadas, las
microgotas comienzan a viajar por el disefio de fractales del microchip. Este arreglo, con
los flujos utilizados, permite un tiempo total de residencia de las gotas en el microchip de
alrededor de 50 s. Asi mismo la geometria de fractales del microchip permite analizar en
27 puntos distintos (marcados en la Figura 4-2 A) cuatro gotas diferentes en una misma

imagen, cada una de las gotas con un tiempo de residencia diferente.

La Figura 4-2 C muestra la cruz 5 del microchip que corresponde al centro del mismo. En
esta seccién se pueden analizar cuatro gotas con la mayor diferencia de tiempos de
residencia entre ellas, del tiempo del total de residencia de las gotas en el microchip el
porciento que se ha alcanzado hasta las curvas “a, b, c y d” corresponde a 15 %, 40 %,

65 % y 90 % respectivamente, tal como se muestra en la seccion 4.4.

@< — — Aceite 2% Span 80

HPLC Purga

Disolucién en Disolucion en

fase acuosa fase acuosa

Figura 4-2. (A) Disefio del microchip de fractal utilizado en este trabajo; (B) Formacion de microgotas de agua en
aceite debido a la interseccion ambas fases; (C) Microgotas en la parte central del microchip se seinalan las
curvas a, b, c y d las cuales corresponden al 15 %, 40 %, 65 % y 90 % respectivamente del tiempo total de
residencia de las gotas en el microchip; (D) Disefio para entrada de sustancias dentro del microchip
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4.3 Formacion de Microgotas

Mediante jeringas, tuberias flexibles PTFE y bombas de infusidn se lograron introducir
disoluciones dentro de los microchips de PDMS acoplados a un equipo de HPLC. La

Figura 4-3 muestra como se monto todo el equipo para llevar a cabo los experimentos.

rEEmws

7

Figura 4-4. Microchip montado en el microscopio con todas las tuberias conectadas
para introduccion de disoluciones, asi como tuberia para salida de las mismas.
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Una vez obtenidos los microchips, se realizaron pruebas con colorantes para evaluar su
correcto funcionamiento. En la Figura 4-5 (A) se puede observar la interseccion de los
canales de la fase acuosa y los canales de la fase organica en la base del pentagono en el
microchip. Disoluciones de un colorante azul y uno rojo entran al microchip juntdndose
con el flujo proveniente del HPLC acoplado al microchip. Se observa como cada
componente de la fase acuosa viaja seccionado debido al comportamiento laminar del
flujo, donde al principio la difusion es el Unico fendmeno que puede generar la

homogenizacién.

La fase organica, compuesta por aceite mineral con 2% de Span 80, intersecta a la fase
acuosa por dos flancos favoreciendo la formacién de microgotas. Una vez que se forman,
las microgotas comienzan su recorrido por la seccién de fractales del microchip. Cada giro
en el disefio de fractales genera turbulencia en la gota favoreciendo el mezclado de las

disoluciones dentro de la misma, ver la Figura 4-5 B.

200 pm

Figura 4-5. (A) Formacién de microgotas en el microchip utilizado en el laboratorio. La imagen se observa al microscopio
con un objetivo 4X (Leica, NA= 0.1). (B) Se observa como los giros de las gotas dentro de los microchips genera turbulencia
favoreciendo el mezclado de las disoluciones dentro de las microgotas. La imagen se observa al microscopio con el objetivo
10X (Leica, NA= 0.25).
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4.4 Tiempo de residencia de las gotas en microchips.

Después de varios experimentos de optimizacidn se encontraron las mejores relaciones
de flujo entre todas las fases que permitieran estabilizar la purga del microchip y permitir
una correcta formacién de microgotas. Para todos los experimentos realizados el flujo de
la fase orgéanica fue de 180 uL/h y el mismo para la suma de los tres flujos que conforman
la fase acuosa. A estos flujos se obtuvieron gotas con un volumen promedio de
(7.86 £ 0.69) nL. El valor corresponde al promedio de 3 gotas en diferentes puntos del
microchip y se calculé considerando que a las gotas como prismas rectangulares que
ocupan todo el alto y ancho de los canales, mediante Image J se midié la longitud de las

gotas y se determind el volumen.

Asi mismo a los flujos mencionados se determind la velocidad promedio de las gotas en la
recta inicial del microchip con ayuda del programa PCC 2.2 obteniéndose un valor de
(5.8 +0.3) x 10 m/s. Este valor corresponde al promedio de la velocidad de las gotas de
tres experimentos independientes. A tal velocidad el tiempo total de residencia de las
gotas en el microchip es de 48.28 s. Asi mismo, considerando la distancia recorrida de las
microgotas para cada una de las curvas en el centro del microchip, se obtiene el tiempo de
residencia de las gotas en cada curva y el porciento del tiempo total de residencia al cual

corresponden, los valores se reportan en la Tabla 4-2 (Figura 4-6).

Tabla 4-2. Tiempo de residencia de las gotas en la cruz cinco del microchip. La velocidad promedio de las gotas
corresponde a 5.8x10° m/s, la longitud total del canal es 28 cm, por lo tanto el tiempo total de residencia de las gotas
en el microchip es de 48.28 s.

Distancia recorrida Tiempo de residencia % del tiempo total de
Curva . .
(mm) (s) residencia
a 39.9 6.9 15 %
b 109.7 18.9 40 %
C 179.5 30.9 65 %
d 249.3 42.9 90 %
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Figura 4-6. Se observa un acercamiento a la cruz cinco de microchip, este corresponde al centro del disefio de fractales. Las
flechas indican la direccidon del flujo. Flecha azul: gotas en la curva con menor tiempo de residencia, flecha verde: gotas en
la curva con mayor tiempo de residencia. En la imagen a la derecha se indica el tiempo de residencia de las gotas para cada
una de las curvas en el centro del microchip asi como el porciento al cual corresponden del tiempo total de residencia de
las gotas en el microchip.

4.5 Curvas de Calibracion para la fluorescencia de 4-MU

En el microchip acoplado al HPLC se inyectaron disoluciones de 4-MU y Buffer de Fosfatos,
se fueron variando los flujos de estas ultimas de tal forma que la concentraciéon de 4-MU
cambiara en las microgotas pero que el flujo total permaneciera constante. La calibracién

se llevé a cabo para cada una de las curvas en la cruz 5 del microchip.

4.5.1 Curvas de Calibracion

En la Figura 4-7 se puede observar la diferencia en la intensidad de fluorescencia de las
microgotas conforme se disminuye la concentracion de 4-MU segun los flujos aplicados. Es
claro como, conforme disminuye la concentracion de 4-MU en la microgotas, la intensidad

de fluorescencia también lo hace.
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Figura 4-7. Intensidad de fluorescencia de las microgotas en la cruz 5 del microchip a diferentes concentraciones de
4-MU. Fotos obtenidas con la cdmara Phantom, observadas al microscopio con un objetivo 20X.

La frecuencia de las gotas en los canales es en promedio 8 gotas por segundo, de tal forma
gue mediante el andlisis de videos de 5 s para cada concentracion de 4-MU en las
microgotas se obtuvieron 40 puntos, los cuales corresponden a la intensidad de
fluorescencia en las gotas segun la concentracién de 4-MU. El valor promedio de todos

estos datos se reporta en la Figura 4-8.

Cada serie de puntos en la Figura 4-8 corresponde a la curva de calibracion en la

respectiva vuelta de la cruz 5 del microchip segun lo observado en la Figura 4-2 (C).
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Figura 4-8. Curva de calibracién de 4-MU en Buffer de Fosfatos para cada curva (a, b c y d) en la cruz 5 del microchip.
Las lineas continuas representan la ecuacion que mejor se ajusta a la serie de datos, corresponde a una ecuacién
cuadratica de la forma: RFU = A [4-MU]2 +B[4-MU] + C

El intervalo de concentraciones que abarcan las curvas fue propuesto de esa manera
debido a experimentos previos en laboratorio. El comportamiento de la fluorescencia en
este intervalo no es lineal, pero un ajuste adecuado de los datos es a una ecuacion de

segundo orden de la forma:
y=Ax>+Bx+C

RFU = A [4-MUJ? + B [4-MU] + C

Los valores de la regresion para cada una de las curvas se muestran en la Tabla 4-3.
Seguramente este comportamiento se debe a la capacidad de Tracker al obtener la
intensidad de luz en una regiéon RGB donde es probable que el programa comience a llegar
a la saturacion, es decir que el programa pierde sensibilidad conforme aumentan los

valores de fluorescencia. Sin embargo, el aumento de fluorescencia con respeto a la
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concentracién de 4-MU es proporcional en todo el intervalo de trabajo y nos permite sin

ninguna dificultad hacer uso de estas curvas.

Tabla 4-3.Resultados de la regresion para cada una de las curvas en la cruz 5 del microchip.

Tiempo de
Curva | residencia A B C r’
(s)
a 6.9 -0.0034 | 1.2344 | 3.977 | 0.9974
b 18.9 -0.0026 | 1.1009 | 3.417 | 0.9978
c 30.9 -0.0022 | 1.0230 | 4.574 | 0.9988
d 42.9 -0.0019 | 0.9580 | 1.119 | 0.9984

En la Figura 4-8 se observa que la intensidad de fluorescencia en las gotas disminuye
conforme estas avanzan en el microchip. Es decir, para una concentracion fija de 4-MU en
la “curva a” donde las gotas han recorrido el 15 % del tiempo total en el microchip
presentan mayor fluorescencia que las que se encuentran en la “curva b” donde ya han
recorrido un 40 % del tiempo total de residencia. De la misma manera, el valor de la
fluorescencia en las microgotas disminuye conforme avanzan en el microchip, de tal forma
gue las curvas disminuyen en intensidad conforme se avanza en el microchip, obteniendo

entonces curvas paralelas.

Este comportamiento es debido a un fendmeno de reparto de las moléculas de 4-MU
entre la fase acuosa (microgotas) y la fase orgdnica (aceite mineral). Es decir las moléculas
de 4-MU que se encuentran dentro de la microgota tienden a migrar hacia el aceite por
interacciones electrostaticas. Mientras mas tiempo permanezca la microgota en contacto
con el aceite mayor es la acumulacion de moléculas de 4-MU en el aceite, por lo tanto y
como se observa en la Figura 4-9, la intensidad de luz en el aceite aumenta y disminuye en
las microgotas conforme se avanza en el microchip debido a que masa que se transfiere es

mayor conforme aumenta el tiempo de residencia de las microgotas en el microchip.
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Figura 4-9. Microgotas en la cruz 5 del microchip a altas concentraciones de 4-MU. Se puede
observar con claridad el fendmeno de reparto de 4-MU entre la fase acuosa y la fase organica.
Conforme las gotas recorren un mayor porcentaje del microchip el fenémeno es mas cuantitativo.
Foto tomada con cdmara Phantom, vista al microscopio con el objetivo 10X.

Las ecuaciones que se reportan en la tabla 4-3 asimilan este fendmeno y contienen de

forma intrinseca el fendmeno de reparto, de tal forma que usando la ecuacién para cada

curva se puede transformar los valores de RFU en concentracion de 4-MU para cada

vuelta en la cruz 5 del microchip.
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4.6 Ensayos Enzimaticos en Microchips

Se llevaron a cabo ensayos iniciales para observar el comportamiento de la reaccién de
hidrolisis de 4-MUNANA asistido por la neuraminidasa. En un microchip acoplado al HPLC
se inyectaron disoluciones 300 uM de 4-MUNANA y 3.4 U/mL de neuraminidasa a un flujo
de 60 pL/h. En la Figura 4-10 se observa como entran las disoluciones de neuraminidasa y
4-MUNANA en el microchip ambas se juntan con el flujo que proviene del HPLC, que en
esta seccion también es de 60 uL/h debido a la actividad de la purga en el microchip. La
mezcla de los tres flujos genera que en las microgotas la concentracion de enzima y
sustrato sea un tercio de la concentracién a la cual se inyectaron, es decir 1.13 U/mL y
100 uM en las microgotas, respectivamente.
Flujo de \ Flujo de HPLC ,

. \ 7/
Enzima S o 'Y N

,
N
A
s

HPLC (85 % H,0
15 % MeOH)

4-MUNANA
300 uM

Neuraminidasa
3.4U/mL

Flujo de &-MUNANA

Figura 4-10. Inyeccion de disoluciones de neuraminidasa y 4-MUNANA en el microchip acoplado al HPLC. La foto
esta tomada con una camara digital que se fija al lente del microscopio.

En cuanto las microgotas se forman la neuraminidasa comienza a hidrolizar el enlace que
mantiene unido al acido N-acetilneuraminico con la 4-MU. En la Figura 4-11 se observan
microgotas que contienen enzima y sustrato en la cruz 5 del microchip. Es claro como la
fluorescencia de las gotas en la “curva a”, con un 15 % recorrido del tiempo total de
residencia, es menor con respecto a la gota en la “curva b” donde ya ha transcurrido un
40 % del tiempo total de residencia. De la misma manera la fluorescencia en las

microgotas sigue aumentando conforme aumenta el tiempo de residencia de las gotas en
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el microchip (curvas c y d) debido al avance de la reaccién enzimatica. Es decir la reaccion

de hidrdlisis de 4-MUNANA se esta llevando a cabo y por lo tanto se va acumulando una

mayor concentracion de 4-MU en las microgotas conforme estas avanzan en el trayecto

de fractales.

Figura 4-11. Microgotas con neuraminidasa y 4-MUNANA en la cruz 5 del microchip. Se observa el aumento
de fluorescencia debido al avance de la reaccién enzimatica conforme las gotas avanzan en el chip. La foto

\

filar & renasr lot

esta tomada con la cdmara Phantom y vista al microscopio con un objetivo 20X.

Se tomé un video de 145 s de las microgotas en la cruz 5 del microchip para tres

experimentos independientes. Los videos fueron analizados con Tracker y Wolfram

Mathematica. Los maximo obtenidos con Wolfram corresponden a maximos en URF,

sobre estos puntos se utilizd la respectiva curva de calibracion (ver Tabla 4-3)

obteniéndose la Figura 4-12.

100
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40
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[4-MU] (uM)

0 50 100 150 200
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Curvaa

S CUrva b

Curvac

e CUrva d

Figura 4-12. Concentracion de 4-MU acumulada con respecto al tiempo de video. Se observa el aumento de la
concentracion de 4-MU conforme aumenta el tiempo de residencia debido a la hidrolisis de 4-MUNANA asistida por

neuraminidasa de C. perfringens.
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Considerando una frecuencia de 8 gotas por segundo (ver seccion 3.1, Figura 3-10),
durante los 145 segundos de video se registrd la fluorescencia de 1160 gotas. El promedio

de todas ellas en cada curva del centro del microchip se reporta en la Figura 4-13.

0 ¢ I I I I I
0 10 20 30 40 50
Tiempo de residencia (s)

Figura 4-13. Curso de la reaccion enzimatica de hidrolisis del 4-MUNANA por la neuraminidasa de C.
perfringens determinada en los microchips. Concentraciones iniciales: 1.13 U/mL neuraminidasa,
100 uM 4-MUNANA ambos en Buffer de Fosfatos pH 7.0, KCI 150 mM y 0.2% m/v de BSA.

En la Figura 4-13 se reporta el valor promedio de tres experimentos independientes. Se
puede observar como la concentracion de 4-MU aumenta conforme aumenta el tiempo
de residencia de las gotas en el microchip, debido a que la reaccion de hidrélisis de
4-MUNANA asistido por neuraminidasa avanza, a mayor tiempo de residencia mayor
hidrolisis de 4-MUNANA vy, por lo tanto, mayor concentracién de 4-MU. Conforme
aumenta el tiempo de residencia de las gotas la dispersion de los datos también aumenta

muy probablemente debido al fendmeno de extraccién de 4-MU hacia la fase organica.

En el trabajo realizado anteriormente en el laboratorio por Enrique Alvarez * se reporta
qgue la velocidad inicial para la reaccion de hidrolisis de 4-MUNANA asistida por
neuraminidasa de C.perfringens es de 0.045 uM/s, para una [4-MUNANA] = 100 uM vy

Cenzima = 0.0027 U/mL lo que corresponde a una concentracion de enzima 37 veces menor
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que la utilizada en este trabajo. En la Figura 4-13 se puede considerar que la pendiente
entre los primeros tres puntos de esta grafica describen la velocidad inicial de la reaccién
enzimatica obteniéndose un valor de 1.93 uM/s, dicho valor es 43 veces mayor que la
velocidad reportada por Enrique (1.93/0.045 = 42.9). Por lo tanto y considerando que la
velocidad de una reaccion enzimatica es directamente proporcional a la concentracién de
enzima, se puede concluir que los resultados obtenidos de la cinética enzimatica medida
en microchips son congruentes con los resultados obtenidos por Alvarez mediante

espectrofotometria.

4.7 Control positivo de inhibicion (Zanamivir)

Para determinar el efecto de un compuesto inhibidor en la actividad de la enzima
neuraminidasa de C. perfringens se utilizd Zanamivir. Como se menciond en la seccion 2.4,
este compuesto ha sido caracterizado como un inhibidor competitivo de nuestra

enzima %,

Se inyectaron 20 pL de una disolucién de Zanamivir (20 mg/mL) en el HPLC acoplado al

microchip, obteniéndose el siguiente cromatograma (Figura 4-14):
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Figura 4-14. Cromatograma de elucién del Zanamivir en columna C-18 (Raptor ARC-18, 2.7 um, 50 x 2.1 mm, Restek)
utilizando un programa isocratico de 15 % MeOH y 85 % agua en la fase mévil a un flujo de 0.1 mL/min.
CZanamivir =20 mg/ml-; Vinvecci6n= 20 “'Lr detector a ). =270 nm.
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La Figura 4-14 muestra el cromatograma de elucién de Zanamivir, se observan un pico
predominante con un tiempo de retencidon de 3.1 min asi como una sefial de muy baja
intensidad a los 6.05 min. Como se observa en la Figura 4-15 el Zanamivir es un
compuesto con una polaridad alta, razén por la cual se ve poco retenido en la columna de
fase reversa que se utiliza para su separacion 40, existen varios grupos en la su estructura
de que pueden presentar algun grado de ionizacién dependiendo del pH, Por lo tanto es
probable que la sefal en el cromatograma que se observa en 6.05 min se deba a alguna
especie estructural no predominante al valor de pH en cual se disolvié el compuesto

(pPH 6).

Figura 4-15. Estructura Zanamivir.
Tomado de [24]

En cuanto un compuesto se observa en el detector del equipo HPLC tarda 90 s en recorrer
la tuberia restante del HPLC e ingresar al microchip acoplado. Por lo tanto, una vez que se
lleva a cabo la inyeccidn de Zanamivir en el HPLC y se comienza a observar su sefial en el
detector del equipo (2.1 min en la Figura 2-14) se esperan 90 s para tomar un video de la
gotas en el microchip y entonces poder evaluar la actividad enzimatica en presencia del
inhibidor. Asi mismo, durante el mismo experimento se tomaron videos de microgotas en
el microchip sin haber inyectado Zanamivir para registrar la actividad de la enzima sin

inhibidor.

El analisis de videos con Tracker y su posterior tratamiento con Mathematica se realizé de
la misma manera que en la seccién 4.4.1. Los maximos de fluorescencia que se obtienen
con Mathematica para ensayos con Zanamivir se presentan en la Figuras 4-16, 17, 18 y
19, una figura para cada curva en el centro del microchip. Una explicacién de como se
alinearon las sefales de fluorescencia con la sefial de cromatograma se muestra en el

Anexo |.
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Figura 4-16. El eje izquierdo muestra la sefial de fluorescencia en unidades relativas de fluorescencia (URF) evaluada
durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens
en la “curva a” de la cruz 5 del microchip. Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algin
inhibidor. Linea roja, actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje de la derecha y muestra el cromatograma de elucidon de Zanamivir en unidades arbitrarias (AU), esta
linea se logra alinear sumando al tiempo de retencion en el cromatograma los 90 s de “delay” entre el HPLC y el
microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la “curva a” en total 96.9 s.
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Figura 4-17. El eje izquierdo muestra la seiial de fluorescencia en unidades relativas de fluorescencia (URF) evaluada
durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens
en la “curva b” de la cruz 5 del microchip. Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algin
inhibidor. Linea roja, actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje de la derecha y muestra el cromatograma de elucion de Zanamivir en unidades arbitrarias (AU), esta
linea se logra alinear sumando al tiempo de retenciéon en el cromatograma los 90 s de “delay” entre el HPLC y el
microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la “curva b” en total 108.9 s.
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Figura 4-18. El eje izquierdo muestra la sefal de fluorescencia en unidades relativas de fluorescencia (URF) evaluada
durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens
en la “curva c¢” de la cruz 5 del microchip. Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algun
inhibidor. Linea roja, actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje de la derecha y muestra el cromatograma de elucién de Zanamivir en unidades arbitrarias (AU), esta
linea se logra alinear sumando al tiempo de retencién en el cromatograma los 90 s de “delay” entre el HPLC y el
microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la “curva c¢” en total 120.9 s.
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Figura 4-19. El eje izquierdo muestra la sefial de fluorescencia en unidades relativas de fluorescencia (URF) evaluada
durante el tiempo de video (220s) este eje permite observar la actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens
en la “curva d” de la cruz 5 del microchip. Linea azul, muestra la actividad solo de la enzima sin presencia de algtin
inhibidor. Linea roja, actividad de la enzima una vez que se ha inyectado Zanamivir en el HPLC. La linea verde esta
asociada al eje de la derecha y muestra el cromatograma de elucidon de Zanamivir en unidades arbitrarias (AU), esta
linea se logra alinear sumando al tiempo de retencion en el cromatograma los 90 s de “delay” entre el HPLC y el
microchip mas el tiempo que una gota tarda en llegar hasta la “curva d” en total 132.9 s.
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En las cuatro figuras anteriores la linea azul muestra la actividad hidrolitica de la enzima
sobre 4-MUNANA sin presencia de algun inhibidor. Como se explicd en la seccién 4.5 la
concentracion de 4-MU va aumentando conforme aumenta el tiempo de residencia de las

gotas en el microcanal y, por ello, a un mayor tiempo mayor intensidad de fluorescencia.

La linea roja muestra el comportamiento de la fluorescencia a través del tiempo conforme
el Zanamivir ingresa al microchip. La linea verde corresponde al cromatograma obtenido
en el detector del HPLC tras la inyeccién de Zanamivir. En todas la graficas se observa la
disminucién de la fluorescencia (linea roja) conforme la concentracion de Zanamivir
aumenta en las microgotas (linea verde). Es decir, el Zanamivir inhibe la actividad de la
enzima provocando una disminucién de la produccién de 4-MU lo cual se ve reflejado en

una disminucion de la intensidad de la florescencia de las microgotas.

De los graficos anteriores se determind el valor promedio de URF (unidades relativas de
fluorescencia) en cada una de las curvas de la cruz 5 del microchip y los resultados se
muestran en la Figura 4-20. Cabe mencionar que los pardmetros de la cdmara Phantom
con los que se realizaron estos experimentos no son los mismos que los utilizados para la
construccidn de la curva de calibracion, razén por la cual los resultados se reportan en

URF y no en unidades de concentracion de 4-MU.
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Figura 4-20. Resultados de inhibicion de la actividad de la enzima neuraminidasa de
C. perfringens debido a la presencia de Zanamivir. Los resultados aqui corresponden al
promedio de intensidad de fluorescencia de las gotas que pasaron durante 220 s en cada una de
las curvas en la cruz 5 de microchip.
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Recordando el ejemplo de ensayos de inhibicidon de la neuraminidasa de C. perfringens
gue se menciond en la seccidon de antecedentes (seccion 2.4.1), el grupo de trabajo de
Ishimoto et al. % logré inmovilizar la neuraminidasa y 4-MUNANA en un dispositivo de
microfluidica y determinar la cinética de la reaccidn enzimatica con y sin presencia de
Zanamivir mediante microfluidica en flujo continuo. Ellos observaron una disminucién
apreciable de la fluorescencia en los ensayos que contenian Zanamivir en comparacion
con aquellos ensayos donde solo se tenia enzima y sustrato. El resultado reportado por
Ishimoto et al. sobre la inhibicién de nueraminidasa con Zanamivir concuerda con lo
reportado en la Figura 4-20 donde se observa claramente la disminucion en la
fluorescencia de la microgotas que contienen enzima sustrato y Zanamivir (cuadros en la
Figura 4-20), por lo tanto mediante el método utilizado se puede comprobar que el

Zanamivir es un inhibidor de la enzima neuraminidasa de C. perfringens.

Cuando la disolucién de Zanamivir se inyecta en el equipo pasa a través de la columna de
HPLC, recorre el sistema y entra al microchip formando parte de la microgotas. El
Zanamivir que viene acarreado en el flujo de HPLC se mezcla con las disoluciones de
enzima y el sustrato formando parte de la microgotas. El Zanamivir interactda con la
enzima inhibiendo su actividad, observandose por lo tanto una disminucién de Ia

fluorescencia debido a una menor acumulacién de 4-MU en las gotas.

4.7.1 Aproximacion de la concentracion de Zanamivir en las

microgotas.

Recordando que se inyectaron 20 uL de una disoluciéon de Zanamivir 20 mg/mL en el
equipo de HPLC y conociendo la masa molar del compuesto (332.31 mg/mol) es posible
determinar el numero total de mol de Zanamivir que se inyectaron en el HPLC y que por lo
tanto entraron al microchip. Realizando el calculo necesario se obtienen 1.204 umol de

Zanamivir.
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Asi mismo, el Zanamivir que se inyecta eluye en un solo pico. Por lo tanto, el drea total
bajo el pico de Zanamivir en el cromatograma es equivalente al numero total de moles de
Zanamivir. De tal forma, que se puede tomar una fraccion del area bajo el cromatograma

y determinar a que fraccion del nUmero de moles totales corresponde (Figura 4-21).
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Figura 4-21. Ejemplo de la division del area bajo la curva del cromatograma para aproximar el nimero de moles de
Zanamivir que entran al microchip en un intervalo de tiempo. Linea punteada azul, intensidad de la sefal en el HPLC
que genera la inyeccion de Zanamivir en unidades arbitrarias. Superficie negra; area que considera Origin Pro 8debajo
del cromatograma de Zanamivir Linea roja; comportamiento de la fluorescencia en el microchip tras la inyeccion de
Zanamivir. Linea verde; promedio de la fluorescencia durante 220 s en un punto del microchip debido solo a la
actividad de la enzima sobre el sustrato.

Como se muestra en la Figura 4-21, para aproximar la concentracién de Zanamivir en las
microgotas se dividid el area bajo la curva del cromatograma en intervalos de 5 s, se
determiné el area de esta seccion se calculé el nimero de moles al que le corresponde. El
numero de moles obtenido se divido entre los 5 segundos que se consideraron de area,
obteniéndose el nimero de moles por segundo que entraron al microchip en ese intervalo
(umol/s). Dividiendo entre el flujo total de la fase acuosa (180 pL/h), en las unidades
correspondientes, se obtiene un aproximado de la concentracién de Zanamivir en las

microgotas durante esos 5 segundos.

Se determind el drea en el mismo intervalo de tiempo para las curvas de la actividad de la
enzima sin y con presencia de Zanamivir. El cociente del drea bajo la curva con Zanamivir
(linea roja en las Figuras 4-16, 4-17, 4-18 y 4-19) sobre el drea de la actividad de la enzima
sin inhibidor (linea azul en la Figuras 4-16, 4-17, 4-18 y 4-19) por cien corresponde al % de

actividad enzimatica (Figura 4-22).
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Figura 4-22. Ejemplo de division de area bajo las curvas para determinar el % de actividad enzimatica. Las graficas
corresponden a los mismos datos que los presentados en la Figura 4-16. Las diagonales azules en el grafico a la
izquierda representan el area bajo la curva que indica la actividad de la enzima sobre el sustrato en un intervalo de
5s en el video. Las diagonales rojas indican la actividad de la enzima sobre el sustrato en presencia de Zanamivir en
un intervalo de 5 s en el video.

o Area E,Sy Zan
% de Actividad = AreaEys x 100

Donde:

Area E, S y Zan: Area bajo la curva de la actividad de la enzima sobre el sustrato en

presencia de Zanamivir en un intervalo de 5 s de video.

Area Ey S: Area bajo la curva de la actividad de la enzima sobre el sustrato sin Zanamivir

en un intervalo de 5 s de video.
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Una vez obtenidos los datos de concentracién de Zanamivir en la microgotas y el
porciento de inhibicidn se logrd obtener la Figura 4-23 que indica el % de actividad de la
enzima a diferentes concentraciones de Zanamivir para las curvas “a, b y ¢” en el centro

del microchip.
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Figura 4-23. % de actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens con respecto a la concentracion de
Zanamivir para las curvas “a, b y ¢” en el centro del microchip.

En la Figura 4-23 se observa con claridad la disminucién de la actividad de la enzima
neuraminidasa de C. perfringens conforme va aumentado la concentracion de Zanamivir
en la microgotas, comprobandose la actividad como inhibidor de este compuesto. Asi
mismo con el método empleado, aprovechando el gradiente de concentracién que genera
el paso de Zanamivir a través del HPLC, se logrd evaluar la actividad de Zanamivir de
manera automatizada en un intervalo de concentraciones del inhibidor en las microgotas

gue abarca dos ordenes de magnitud , es decir desde 6.9 x 10?2 mM hasta 4.2 mM.

Este resultado es consistente con lo dicho por el grupo de trabajo Theberge et al. *°, quien
generd un gradiente de concentracidn de hasta 3 ordenes de magnitud de una mezcla de
colorantes en un microchip acoplado a un equipo de Ultra Performance Liquid

Cromatography (UPLC). Ellos propusieron al final de su trabajo que la técnica seria util
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para llevar a cabo ensayos con farmacos a diferentes concentraciones. Nosotros logramos
conservar en las microgotas el gradiente de concentracién de Zanamivir que se genera en
el HPLC y determinar su actividad inhibidora de la enzima neuraminidasa de
C. perfringens, muestreando hasta dos ordenes de magnitud la concentracién de

Zanamivir de manera automatizada.

Asi mismo, utilizando un método espectrofotométrico Enrique Alvarez 38

reporta una
disminucion del 45 % de la actividad enzimdtica de la neuraminidasa de C. perfringens en
presencia de 5 mM de Zanamivir. Como se observa en la Figura 4-23 a una concentracién
de Zanamivir de 4.2 mM (maxima concentracion que se alcanzd en la microgotas) el % de
actividad enzimatica disminuye en un 48 %, esto concuerda con el trabajo realizado por

4 38
Alvarez *°.

73



4.7.2 Determinacion del valor de K; para Zanamivir

Para la obtencion del valor de K; para Zanamivir se realizé el ajuste del conjunto de todos los datos
que se muestran en la Figura 4-23 a la siguiente ecuacién ** :

0= Ky + [S]
K (1+ 1) + 151

Donde:

a = fraccion de actividad

K;= Constante de inhibicion

[S] = concentracion de 4-MUNANA en microgotas = 100 uM
Ky=111.19 uM (Tomado de [37])

El ajuste se realizo utilizando Origin Pro 8 y los resultados se muestran en la Figura 4-24.
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Figura 4-24. Resultados del ajuste para la fraccion de actividad de la
enzima neuraminidasa de C. prefringens a diferentes concentraciones de
Zanamivir. El valor “m1” que se encuentra en la tabla sobre la figura
corresponde al valor de K;= 3.45 mM

El valor de K; obtenido tras el ajuste es 3.45 mM este valor se encuentra dentro del mismo orden
reportado por Enrique Alvarez *® (1.3 mM) quien lo obtuvo mediante ensayos
espectrofotométricos.
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4.8 Identificacion de Inhibidores en el extracto natural

Umckaloabo

Para demostrar la utilidad de la técnica de microchips acoplados a un equipo de HPLC, se
llevé a cabo la evaluacion de los diferentes componentes que forman el producto
Umckaloabo (UMK), extracto de la raiz de P. sidoides, como posibles inhibidores de la
enzima neuraminidasa de C. perfringens. Para ello, se inyecté y separé en el HPLC una
muestra del extracto de UMK y cada uno de los picos de la cromatografia fueron
introducidos uno a uno conforme su tiempo de retencién a un microchip para ser

evaluados en el ensayo enzimatico en microgotas como se hizo para el Zanamivir.

Primero se llevo a cabo la separacién de 20 pL de una disolucién 3.2 mg/mL de UMK en
una columna fase reversa C-18 con un detector de UV a 320 nm y se obtuvo el siguiente

cromatograma:
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Figura 4-25. Cromatograma de separacion de UMK en columna fase reversa C-18 (Raptor ARC-18, Restek).
Cumk= 3.2 mg/mL, V;,, =20 pL, Detector UV a A = 320 nm, Flujo fase mévil =0.1 mL/min. Programa de elucion;
0 min-20 min (15 %B), 20 min-25 min (15 %B-100 %B), 25 min-35 min (100 %B).
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El programa utilizado para llevar a cabo la separacién de la muestra, permitié identificar
cuatro picos relevantes (3.5 min, 8.6 min, 10.6 min y 19.1 min respectivamente). Los tres
primeros eluyen a una composicién de fase movil de 15 % de MeOH en agua, mientras
que el ultimo pico eluye con un tiempo de retencién de 19 min con 100 % de MeOH.
Debido a que se utilizé6 agua destilada para solubilizar las grageas del extracto, es de
esperarse que exista una mayor cantidad de compuestos que eluyen a concentraciones
altas de la fase mas polar (H,0). Asi mismo, como se explicé en la seccién 2.5, UMK estd
compuesto principalmente por cadenas oligdmericas de polifenoles, las cuales son
compuestos con varios grupos OH a los extremos que les confieren una elevada
polaridad 33 Por tal razén, la mayoria de los compuestos presentan una retencion baja en

la columna de fase reversa utilizada para la separacion del extracto.

Los compuestos que forman parte de UMK se separaron en la columna del HPLC y
eluyeron de este equipo de forma continua con un perfil de concentracién. Conforme van
saliendo de la columna (ya separados) recorren el resto del sistema hasta llegar al
microchip acoplado. En esta parte, los compuestos de UMK son arrastrados por la fase
movil del HPLC y se juntan con las disoluciones de enzima y sustrato en Buffer de Fosfatos
gue se estan inyectando en el microchip, de tal forma que se generan microgotas con

enzima, sustrato y concentraciones diferentes del compuesto de UMK.

A diferencia de los resultados obtenidos con el Zanamivir, algunos de los picos
cromatograficos del UMK provocaron un aumento muy apreciable en la fluorescencia de
las gotas (Figura 4-26) resultado inesperado si lo que se buscaba eran inhibidores

enzimaticos.
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Figura 4-26. Comparacion de la fluorescencia de las gotas en ausencia del primer pico de UMK y en presencia del
mismo. A la izquierda, se observa una imagen de la actividad de la neuraminidasa sobre 4-MUNANA sin haber
inyectado ain UMK. A la derecha se observa la actividad de la enzima sobre el sustrato en presencia del primer
compuesto que eluye en la separacion de UMK (t de retencion= 3.5 min)

Como se observa en la Figura 4-27 las catequinas presentes en UMK contienen una
estructura similar a la 4-MU, es decir contienen un anillo aromatico unido a un
heterociclo, estructura similar en las cumarinas tal como 4-MU, que como ya se ha

. . 32

mencionado presentan propiedades fluorescentes . Por lo tanto, es de esperarse que las
catequinas presentes en UMK tengan un espectro de absorcidon y emicién similar a la
4-MU. En consecuencia el aumento de fluorescencia en las microgotas podria deberse a
gue ha ingresado alguna catequina presente en UMK, observandose la suma de la

fluorescencia de 4-MU debido a la hidrolisis de 4-MUNANA vy la fluorescecia debida al

compuesto de UMK.
QH

H
HO o) 0 OH
OH R2
/ R1=
T ™~
OH  galocatequina
CH, OH :
epigalocatequina
R2 = sitio de oligomerizacién
4-metilumbeliferona (4-MU) Estructura de los monémeros en UMK

Figura 4-27. Estructura de la 4-metilumbeliferona (4-MU) y catequinas presentes en Umckaloabo® (UMK).
Se observa la similitud entre ambas estructuras por lo que es de esperarse que ambos compuestos
presenten espectros de fluorescencia muy similares.
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Para verificar esta hipdtesis se llevaron a cabo dos experimentos. El primero consistié en
inyectar UMK en el HPLC acoplado a un microchip donde solo se introducen disoluciones
de Buffer de Fosfatos sin enzima ni sustrato (Figura 4-28). El segundo consistié en inyectar
UMK en el HPLC acoplado a un microchip con flujos de neuraminidasa y 4-MUNANA en
Buffer de Fosfatos (Figura 4-29). En ambos casos se inyecté UMK a 3.2 mg/mL.

Para determinar cuanta fluorescencia en las gotas es debida al compuesto de UMK y
cuanta debida a la 4-MU que se ha producido, se llevd a cabo el primer experimento. En
la Figura 4-28 se puede observar el momento en el que el primer pico cromatografico de
UMK ingresa en el microchip y se junta con las disoluciones de Buffer de Fosfatos. Debido
al aumento del pH de la disoluciédn con el compuesto que proviene del UMK, se dibuja
una linea de fluorescencia entre la interseccién de los tres flujos de la fase acuosa. De tal
forma que las microgotas que se forman en este experimento florecen debido solo al

compuesto de UMK.

Flujo de HPLC con UMK
\

Flujo Buffer
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Figura 4-28. Entrada al microchip del primer pico cromatografico del UMK en el microchip con disoluciones de Buffer
de Fosfatos. Se hace un acercamiento a la zona donde se intersectan los tres flujos de la fase acuosa en el microchip.
La linea de fluorescencia que se observa es debida al aumento del pH cuando el compuesto acarreado por la fase
mavil de HPLC (pH 6.0) se mezcla con las disoluciones de Buffer de Fosfatos (pH 7.0).
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En la Figura 4-29 se observan los resultados del segundo experimento, el cual consistié en
introducir al microchip del primer pico cromatografico que eluye del UMK en el HPLC
junto con disoluciones de neuraminidasa y 4-MUNANA en Buffer de Fosfatos. Se puede
observar que el comportamiento de aparicién de la fluorescencia en el canal que trae el
flujo de HPLC se repite cuando el compuesto de UMK se mezcla con las disoluciones de
enzima y sustrato en Buffer de Fosfatos. De tal forma, que las microgotas que se forman
en este microchip emiten la fluorescencia del compuesto fluorescente de UMK y la de

4-MU que irda acumulando conforme avance la reaccion.

\ \ Flujo de HPLC 4
\
, 4-MUNANA™ X b 4
€~ — Aceite 2% Spa/n/8’0 \
,/
4

e
HPLC (85 % H,0 e
15 % MeOH) Pdrga

4-MUNANA Neuraminidas
300 uM a3.4U/ml
S~ Flujo de neuraminidasa

Figura 4-29. Entrada del primer pico cromatografico del UMK en el microchip con disoluciones de enzima y sustrato.
Se hace un acercamiento a la zona donde se intersectan los tres flujos de la fase acuosa en el microchip, la linea de
fluorescencia que se observa es debida al aumento del pH cuando el compuesto acarreado por la fase mévil de HPLC
(pH 6.0) se mezcla con las disoluciones de enzima y sustrato en Buffer de Fosfatos (pH 7.0).

Para ambos experimentos descritos anteriormente se tomaron videos siguiendo el primer
pico de UMK que se observa en el cromatograma de separacion (Figura 4-25). El andlisis
de videos y obtencion de datos se realizd de la misma manera que se ha venido
explicando haciendo uso de Tracker y Wolfram Mathematica, obteniéndose los siguientes

resultados:
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Figura 4-30. Comportamiento de la fluorescencia en la “curva d” de la cruz 5 del microchip (42.9 s de reaccién) con
diferentes composiciones de las microgotas. Linea negra, fluorescencia de las microgotas con neuraminidasa,
4-MUNANA y el 1er compuesto que eluye del extracto UMK. Linea Roja, fluorescencia de las microgotas solo con el 1er
compuesto que eluye del extracto UMK y Buffer de Fosfatos. Linea Azul, resta de la linea roja a la linea negra,
corresponde a la fluorescencia solo de la 4-MU que se acumula en la microgotas en presencia de enzima, sustrato y el
ler compuesto que eluye de UMK. Linea verde, fluorescencia de las microgotas debida solo a la actividad de la
neuramnidasa sobre 4-MUNANA, sin presencia de ningiin compuesto de UMK.

La Figura 4-30 muestra el comportamiento de la fluorescencia en la “curva d” de la cruz 5

del microchip durante 140 s para diferentes composiciones en la microgotas. La linea

verde muestra la fluorescencia de microgotas solo con enzima y sustrato, se observa que

la fluorescencia se mantiene constante durante todo el intervalo de tiempo debido a que

en este punto del microchip la cantidad de 4-MU que se acumula en las microgotas no

cambia si no hay presencia de algun inhibidor.

La linea negra en la Figura 4-30 muestra el comportamiento de la fluorescencia en
microgotas que contienen enzima, sustrato y el primer compuesto de UMK, se observa
como la fluorescencia aumenta conforme aumenta la concentraciéon del primer
compuesto de UMK en la microgotas (recordar que la separacién de un compuesto por el
HPLC genera un gradiente de concentracién). Es importante observar como la linea negra

parte de la misma intensidad de fluorescencia que la linea verde, en ese momento el
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compuesto de UMK no ha ingresado al microchip y se tienen microgotas solo con enzima,

sustrato y la 4-MU que se ha liberado.

La linea roja en la Figura 4-30 describe el comportamiento de la fluorescencia de las
microgotas con el primer compuesto que eluye de UMK y Buffer de Fosfatos. Al tiempo
cero hay ausencia de enzima, sustrato y UMK, por lo que las gotas no presentan
fluorescencia y la linea comienza por debajo de las demas. Conforme va ingresando el
compuesto del UMK en la microgotas la fluorescencia aumenta segun el perfil de

concentracion que se genera en el HPLC.

Al restar los datos de la linea roja (fluorescencia solo de UMK) a los datos de la linea negra
(fluorescencia de E, S y UMK) se obtiene solo la fluorescencia debida a la actividad de la
enzima sobre el sustrato, es decir la fluorescencia de 4-MU, en presencia de diferentes
concentraciones de UMK. Este resultado se representa con la linea azul en la Figura 4-30 la
cual muestra un comportamiento muy similar al obtenido con Zanamivir, dando indicios

de alguna actividad inhibitoria.

El tratamiento de los resultados se repitié para las cuatro curvas en la cruz 5 del microchip
obteniéndose las graficas de la Figura 4-31. La inhibicién de la actividad enzimdtica es mas
evidente conforme se incrementa el tiempo de residencia de las microgotas en el
microchip. Es decir en la “curva a” donde ha transcurrido un 15 % del tiempo total de
residencia la cantidad de 4-MU que se ha producido es tan baja que la inhibicidon que
produce el primer compuesto de UMK cae cerca del ruido del sistema. A mayor tiempo de
residencia, la cantidad de 4-MU que se produce es mayor y la fluorescencia queda lejos
del ruido del sistema, por la misma razén es mas facil identificar una disminucién en la
concentracion de 4-MU a mayor porcentaje transcurrido del tiempo total de residencia de

las microgotas es decir en las “curvas b, cy d”.
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Figura 4-31. Comportamiento de la fluorescencia en las cuatro curvas de la cruz 5 del microchip a diferentes composiciones de las
microgotas. La “curva a” corresponde a las gotas con menor tiempo de residencia en el microchip (6.9 s) mientas que la “curva d”
corresponde a la de mayor tiempo de residencia (42.9 s), se observa como la inhibicion es mas cuantitativa a mayor tiempo de
reaccion. Linea negra; fluorescencia de las microgotas con neuraminidasa, 4-MUNANA y el 1 er compuesto que eluye del extracto
de UMK. Linea roja; fluorescencia de las microgotas solo con el 1 er compuesto que eluye del extracto de UMK y Buffer de
Fosfatos. Linea Azul; resta de la linea roja a la linea negra, corresponde a la fluorescencia solo de la 4-MU que se acumula en las
microgotas en presencia de la enzima sustrato y el 1 er pico de UMK. Linea verde; fluorescencia de las microgotas debida solo a la
actividad de la neuraminidasa sobre 4-MUNANA sin presencia de ningiin compuesto de UMK.

Aplicando la respectiva curva de calibracién (obtenidas en la seccién 4.4) sobre cada una
de las lineas verde y azul que se muestran en las Figura 4-30 se obtienen las
concentraciones de 4-MU en las gotas para cada una de las curvas en la cruz 5 del

microchip. Los resultados se muestran en la Figura 4-32.
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Figura 4-32. Concentracion de 4-MU en las microgotas en cada una de las curvas de la cruz 5 del microchip. Linea rosa; muestra el
comportamiento de la concentracion de 4-MU en las microgotas que contienen enzima, sustrato y el 1 er pico de UMK. Se
monitored el comportamiento durante 145 sen cada una de las curvas. Conforme fue ingresando el 1 er compuesto que eluye de
UMK se observé una disminucién en la concentracion debido a la inhibicion que este compuesto provoca sobre la actividad de la
neuraminidasa. Linea dorada; muestra el comportamiento de la concetracion de 4-MU en las microgotas que solo incluyen enzima
y sustrato. La concentracion permanecié constante durante el tiempo de monitores debido a que no hay actividad de ningin
inhibidor. La curva A corresponde a la curva con menor tiempo de resindencia (6.9 s), seguida de la curva b (18.9 s), curva ¢ (30.9 s)
y por ultimo curva d (42.9 s).

De la Figura 4-32 se determiné el area bajo la curva de todas las lineas con Origin Pro 8. El
valor obtenido se dividid entre el tiempo de video (145 s) obteniendo asi la concentracion
promedio de 4-MU en las microgotas con y sin presencia del 1er compuesto de UMK para

cada una de las cuatro curvas en el centro del microchip. Estos experimentos se repitieron
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de forma independiente tres veces y el promedio de los resultados se muestran en la

Figura 4-33.
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Figura 4-33. Concentracion de 4-MU en funcion del tiempo de residencia de las gotas en el microchip. Los marcadores
azules muestran la concentracion de 4-MU que se acumula en las microgotas debido solo a la actividad de la
neuraminidasa sobre 4-MUNANA. Los marcadores rojos muestran la concentracion de 4-MU que se acumula en las
microgotas que contienen neuraminidasa, 4-MUNANA y el ler pico que eluye de UMK. Se observa una clara
disminucion en la concentracion de 4-MU debido a la inhibicion que el 1ler pico de UMK provoca sobre la enzima
neuraminidasa de C. perfringens.

En la Figura 4-33 se observa claramente una disminucion en la concentracién de 4-MU en
presencia de UMK, por lo tanto es posible concluir que se trata de un compuesto inhibidor

de la neuraminidasa de C. perfringens.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Enrique Alvarez en nuestro
laboratorio *, guien demostrd de manera espectrofotométrica la actividad inhibidora del
extracto de UMK sobre la neuraminidasa de C. perfringens. Sin embargo, nosotros no solo
comprobamos la actividad el extracto, sino que se logré separa el extracto en cuatro picos

cromatograficos predominantes, evaluar el primero de ellos y hallar su actividad como

84



inhibidor de la enzima en estudio. Por cuestiones de tiempo no fue posible realizar el
analisis para los siguientes picos que forman parte del extracto de UMK o identificar
espectroscépicamente el primer pico cromatografico de UMK. No obstante, lograr
identificar uno es suficiente para demostrar que la técnica utilizada permite reconocer

compuestos inhibidores de alguna enzima.

5 Resumen de Resultados

- Se logré evaluar la actividad enzimdtica de la enzima neuraminidasa de
C. perfringens en un microchip de microfluidica basado en microgotas acoplado a
un equipo HPLC.

- Tras la inyeccion en el HPLC de Zanamivir, un inhibidor conocido de la
neuraminidasa de C. perfringens, se logrd generar un gradiente de concentraciéon
del inhibidor y conservar dicho gradiente en las microgotas, de tal forma que fue
posible evaluar el porcentaje de actividad de la enzima a diferentes
concentraciones de Zanamivir y determinar el valor de la constante de inhibicién
(Ki=3.45 mM)

- Se logrd resolver un pico cromatografico que forma parte del extracto natural
Umckaloabo y evaluar, dentro del microchip acoplado al HPLC, su actividad como

inhibidor de la enzima en estudio.
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6 Conclusiones

Es posible evaluar en un dispositivo de microfluidica asociado a un equipo HPLC, la
actividad de la enzima neuraminidasa de C. perfringens siguiendo la reaccion de hidrdlisis

de 4-MUNANA a través de la técnica de fluorescencia y analisis de videos.

Asi mismo, se puede llevar a cabo la separacién de los componentes de una mezcla
compleja, por ejemplo un extracto natural, en una columna de HPLC y mediante el
acoplamiento de esta a un dispositivo de microfluidica, evaluar la actividad inhibitoria de

los componentes del extracto sobre la enzima neuraminidasa de C. perfringens.

Por lo tanto, el método propuesto en esta tesis muestra ser eficiente para la identificacién
de moléculas clave a partir de las cuales se puedan desarrollar nuevos farmacos para el

tratamiento de una enfermedad.
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7 Perspectivas

Aumentar el tiempo de residencia de las gotas en los microchips favoreceria el estudio de
la actividad enzimatica por un tiempo mas prolongado, para ello se recomienda disefiar un
arreglo de microcanales de mayor longitud por el cual puedan viajar las microgotas. Sin
embargo, el fendmeno de migracidon de los compuestos hacia la fase organica seria muy
cuantitativo, por ello, se recomienda sustituir el uso de aceite mineral en la fase orgdnica
por aceites florinados para la formacion de microgotas en el disefio de fractales. Cabe
mencionar que existen estudios que comprueban que el uso de aceites florinados en la
fase organica con tensoactivos de la misma especie permite llevar a cabo ensayos
quimicos y bioldgicos en dispositivos de microfluidica basada en microgotas *, en los

cuales la difusién de los compuestos de la fase acuosa a la fluorinada es despreciable.

Asi mismo el disefio para la inyeccion de disoluciones en el microchip utilizado presenta
muchas fluctuaciones en los flujos y en ocasiones es dificil determinar el flujo real de HPLC
gue se junta con las demds disoluciones en fase acuosa. Integrar un dispositivo que
permita medir el flujo de HPLC en la zona posterior a la purga permitiria regular
adecuadamente y de manera automatizada el flujo de la purga y disminuir asi las
fluctuaciones del sistema debidas al flujo de HPLC. Una propuesta interesante para lograr

esto seria integrar el trabajo de Fu, X et al. 42

el cual consiste en colocar un par de
electrodos de galio en los alrededores del microcanal separados por una membrana
delgada de PDMS. Los electrodos se activan mediante la aplicacién de un voltaje externo

permitiendo bombear y medir el flujo en el microcanal.

Una vez comprobada la eficiencia del sistema en este trabajo es recomendable utilizar la
técnica para la busqueda en diversos extractos naturales de compuestos inhibidores de la
enzima neuraminidasa, ya sea de la bacteria o bien una enzima de origen viral, que
funcionen como moléculas clave para el desarrollo de algun farmaco para el tratamiento

de la influenza ya que sin duda es uno de los alcances de este proyecto.
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9 Anexo |

Ejemplo de la alineacion del cromatograma de Zanamivir con las
sefiales de fluorescencia obtenidas mediante el analisis de videos.

Para el andlisis de los resultados obtenidos durante los ensayos enzimaticos en presencia
de Zanamivir se llevd a cabo la alineacién del cromatograma generado por el detector del
HPLC con las sefiales de fluorescencia obtenidas mediante el analisis de videos.

Cuando se observa una sefial en el detector del HPLC el compuesto que la genera tarda
95s en recorrer el resto del sistema del HPLC, ingresar al microchip, llegar a la
interseccion de la fase acuosa y formar parte de las microgotas. Sin embargo para
observar ese compuesto el algin punto del microchip es necesario esperar los 95 s ya
descritos mds el tiempo de residencia asociado a cada curva en el microchip. Por ejemplo,
una vez que se observa una sefial el detector del HPLC se deben esperar 125 s para
observar ese compuesto en la “curva c¢” del centro del microchip, la cual tiene asociado un
tiempo de residencia de 30 s.

En la siguiente figura, la linea azul muestra el comportamiento de la fluorescencia en la
“curva ¢” del centro del microchip, la cual parte de cero debido a que arbitrariamente se
fija como cero el momento en que se comienza a tomar el video. La linea roja es el tiempo
real del cromatograma que se obtiene tras la inyeccién en el HPLC, esta se encuentra
desfasada hacia delante por 125 s (95 + 30) con respecto a la linea azul, debido a que, el
fijar como cero el tiempo de video genera un desplazamiento hacia la izquierda del eje del
tiempo. De tal forma que para alinear el cromatograma con la sefial de fluorescencia es
necesario restar los mismos 125 s al tiempo del cromatograma, para generar un
desplazamiento uniforme de ambas senales. Obteniéndose entonces la linea verde
punteada que describe el aumento de la concentracidon de Zanamivir en las microgotas
durante el tiempo de video.
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Alineacion del cromatograma obtenido en el detector del HPLC con la sefial de fluorescencia en la “curva c¢” del centro
del microchip (tiempo de residencia 30 s). La linea roja corresponde al tiempo de analisis real del cromatograma. La
linea azul muestra el comportamiento de la fluorescencia durante el tiempo de video. EIl momento en que se
comienza a tomar el video se fija arbitrariamente como cero generando un desplazamiento hacia la izquierda del
eje x. Por lo tanto, es necesario desplazar también el cromatograma para su alineacion. El cromatograma se debe
desplazar 125 s que es el tiempo que tarda en llegar un compuesto que se observa en el detector a la “curva ¢” del
microchip (95 del detector a la formacion de microgotas mas 30 s en llegar hasta la curva c), entonces se obtiene la
linea verde que describe el aumento de la concentracion de Zanamivir en las microgotas.
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