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RESUMEN

£1 NO es un gas inestable que reacciona facimente con e! oxigeno produciendo nitrito, que a su
vez se convierte a nitrato. El NO se produce de manera natural en varias células, entre las que
destacan; macréfagos, neutrdfilos, cdlulas endotellales, cerebrales y mesangiales de los glomérulos
renales. Entre algunas funciones importantes del NO, se menciona su accion como vasodilatador en las
céiulas musculares vasculares.

Los métodos de deteccidn empleados son muy vanados, tales como. el ensayo de
quimioluminicencia , diazotizacién, espectrofotometria con meta hemoglobina, espectrofofometria de
masas, La mayoria de elios requieren de la acidificacion de fas muestras para precipitar las proteinas y
para reducir el NO a nifrato y posteriormente a nitrites por ser éste Gftimo el que se detecta. Sin embargo
la acidificacién puede variar los valores de los resultados.

La importancia de medir nitratos y nitritos, es tener una ralacién indirecta de las concentraciones
de NO .Esta tabajo dascribe un método sensibie, directo y especifico en la deteccién simultanea de
nitrites y nitratos (NO2/NQzs), asi como su aplicacidén en fa determinacién del éxido nitrico (NO) en fuidos
bicldgicos, el cual puede medir de forma indirecta a los metabolitos del NO.

Se analizaron muestras de orina de sujetos sanos y sobrenadantes de medios de cultivo con
glemérulos. A cada muastra problema y controles preparados, se adiciont como estandar intemo NaBr
y poder tener un control en la cantidad que se pretende identficar. Las muestras fueron
desproteinlzadas por centrifugacion a 6000 xg sobre membrana de polisuffona y se eliminaron los
péptidos por adsorcién en silanos C-18.

Inicialimente encontramos una metodologia que nos permite medir (NO2/NO3) en liquidos, por el
andlisis de (HPLC), La cromatografla que s realizd es, una columna de intercambio iGnico IC-Pak-HR
Waters de 7.5 ¢m de longitud y 0.46em de D: I: Se utilizé un sistema isocrético, a una presién de 1000
psi, ¥ una velocidad de flujo de 0.& mli/min. La fase mévil que se utilizd, es de LiOH a una concentracion
de 1.8 mM. El detector que se utilizé es UVAVis, a una longitud de onda a 214 nm.

Se decidid estandarizar las condiciones de andlisis, considerando las longitudes de onda en {as
cuales 3o detectan fos NO2/NOs (214 nm.). Luego analizamos las caracteristicas del agua HPLC, de tal
forma que el agua no llevara estos analitos como contaminantes y que afectaran nuestro proceso, asi
como las interferencias que pudieran presentarse de ofros analitos que también afecten nuestra lectura
de los medios de los cuales analizamos las muestras.

También s& tomd en cuenta la calidad de Ios filtros, tamices y Sep-pak utilizados en ¢l proceso
de desproteinizacion, si hubiera la posibilidad de hacer interfercncia o simplemente cortaminar la
muestra problema con fa presencia de algin metabolito que interviene en el mismo proceso. Se
cempararon con nuestra agua HPLC y el proceso de desproteinizacién paso por paso para identificar
algiin contaminanta posible.

Una vez estandarizado el sistema con todas las condiciones debidas; se procede a realizar una
serie de experimentos, manipulando el sobrenadante del medio de cuttivo de glomérulos, los cuales se
cultivaron en diferentes sustancias, de tal manera que se pusda observar los cambios en fa produccion
de los metabolitos dependiendo de {a actividad de las moléculas scbre fos glomérulos y finalmente, se
hace la comparacidn en la produccion de los mismos metabolitos obtenidos en orina de voluntarics
sanos, los cuales se ies infundib una cierta cantidad de proteinas dando un tiempo determinado { 15
min.) para la toma de muestra. Se decididé tomar 1a lectura a los tiempos tercero y octavo de éstas
muestras.




I.-OBJETIVO GENERAL.
Establecer un métedo para medir indirectamente NO en cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC), sin necesidad de acidificar [a muestra bioldgica para desproteinizaria.

OBJETIVOS:

1.- Estandarizar un método para la determinacion del éxido nitrico (NQ) por cromatografia
fiquida de alta resclucidn (HPLC), por la medicién simultanea de metabolitos secundarios de
nitritos (NO.) y nitratos (NO,).

2.-Determinar el NO por HPLC en fluidos biolégicos desproteinizados (orina, medio de cultivo
de glomérulos).

3. - Evaluar fa actividad celular en medios de cultivo mediante la produccién de NO.




Il.- INTRODUCCION
1.1 .-El 6xido nitrico (NO) en los fendmenos biolégicos.

E} NO es un compuesto que juega un papel importante en el metabolismo celular y en la
fisiologia debido a ta regulacion de la presién sanguinea, el cual, modifica el tono vascular en
arterias, venas y vasos capilares; aparte de ésta actividad fisiolégica molecular, tiene olras
actividades, tales como, la defensa de agentes extrafios en e sistema inmune y en el sistema
nervioso como neurotransmisor. {Patrick Vailance, et al. 1992).

El NO es responsable de la relajacion del masculo liso vascular, consideréndose con

- actividades similares a las del factor relajante derivado del endotelio (EDRF), por lo que se ha
considerado que el NO es el EDRF, producido en artenias y venas, siendo una sustancia
humoral inestable, que tiene una actividad vasodilatadora dependiente del endotelic. Esto
quiere decir que, la vaso dilatacion obedece a la sefial que proviene del endotelio, el cual
libera el factor relajante, que este puede ser el NO, activada por la acetil-colina.

Evidencias quimicas muestran que el EDRF que se reiaciona con arterias y venas,
puede ser el NO. Varios estudios, indican que las propiedades farmacoldgicas de EDRF y el
NO en arterias y venas son idénticas, ambas son sustancias biolégicamente labiles, y su
activacion es acelerada por el anién superdxido y retrasada por superdxido dismutasa. Ambos
EDRF y NO estimuian la produccion de GMPc en arferias y venas, en una manera que
comrelaciona bien con su respuesta relajante. (Luis J. Ignarre. Et al. 1987).

En algunas preparaciones vasculares (venas, arterias y vasos capilares), se demostré
que responden para la produccion de NO a una variedad de sustancias tales como:
Acetilcolina, nucledtidos de adenina, trombina, ionéforo de caicio A23187, y bradicinina.
Adgunos agentes, tales como nitrovascdilatadores, factor atrial natriurélico, factor inhibitorio del
pene bovino, agonistas a beta-adrenérgicos y postaciclina, induce relajacion vascular por
mecanismo del endotelic-independiente. La naturaleza humcral del EDRF se demostro,
usando una variedad de preparaciones farmacolégicas que por su aclividad biologica
transfiere un donader a un receptor. (S. Moncada, et al. 1991).

Comparando con individuos sanos, se encontrd en orina de pacientes hipertensos, con
problemas crénico renal, una aita concentracién de dimetil arginina -asimétrica- (ADMA), ¥
esto da iugar a una disminucion en [a produccion de NO. Se puede explicar que la presencia
de ADMA en altas concentraciones inhibe la sintesis de NO. En la enfermedad renai crénica al
inhibirse la actividad del Oxido nitrice sinlasa (NOS) disminuye $u aclividad en macréfagos,
también causa ia contraccidn vascular, y por io que, aumenta la presion sanguinea. Esta es
ocasionada por la inhibicién de la sintesis de NO, que es resultado de {a acumulacion de
ADMA en el plasma, por causa del deterioro créhico renal, que no permite la excrecion de




ADMA, siendo un inhibidor endégenc de NOS. Por lo tanto, la enfermedad crénica renal lleva
a la hipertensi6n y también a una deficiencia inmunitaria. (Patrick Vaflance, et al. 1692 ).

Par lo tanto, en esto, es necesario mencionar el requerimiento de la L-arginina, que se
utiliza en la sintesis del NO, y por consiguiente se debe mencionar, como se puede inhibir
dicha produccion, Existen compuestos sintéticos Inhibidores de fa NOS que son derivados de
la arginina metilada como L-N-monometil arginina (L-NMMA) y dimelil arginina. Se ha medide
la concentracion circulante de dimetil arginina, y se ha encontrado que la dimetil-arginina es
inhibidor endégeno de la NOS evitando la produccién de NO por medio de la L-arginina.

Algunas células endoteliales producen sustancias vaso aclivas, que inducen Ia
elevacion del NO, el cual, interviene en la funcién simpatica y parasimpatico, en la activacion
de células inmunes y en la regulacidn de la presidn sanguinea en las células vasculares.

Uno de los mecanismos simples y fundamentales en el sistema cardiovascular, es 1a
actividad vasodilaiadora dependiente del NO en el endotelio, el cual se regula localmente. {
Moncada, et al. 1991).

Ademas de los descubrimientos para precisar, existen tres razones para medir el NO:
-La existencia de mHtiples vasodilatadores derivados de endotelio.

Los cuales alteran el fono vascular tales como las prostaglandinas, prostaciclinas,
EDRF vy el factor hiperpolanizante derivado de endotelio (EDHF) en el sistema nervioso; a
todas estas evidencias, fa acetil colina por ejemplo, sltera ef tano vascular a través de su
capacidad de estimular ia sintesis, ya sea de prostagiandinas, EDRF o EDHF.

-La variabilidad en el mecanismo de la vasodilatacién endotelio dependiente entre especie /
sitio vascular.

Se puede medir NO por la vasodilatacion del endotelio, se ha cbservado que la
acetilcolina y bradicinina pueden variar en la respuesta hemodindmica y que el mecanismo de
accion es diferente en la vasculatura, por ejemplo, bradicinina produce vasodilatacion
pulmonar por la produccion de NO pero altera el tono vascular cerebral, produciendo radicates
de oxigeno.

-La no especificidad de la inhibicién sobre la sintesis de EDRF.

Se ha observado la inhibicion del NO como fenémeno por la administracion de
inhibidores del EDRF, por ejempio, la vasoconstriccion y la pérdida de la respuesta
vasodilatadora después de la administracidn del azul de metileno debido a Ia inhibicidn de la
guanilate ciclasa. soluble o la administracién de analogos de arginina como inhibidores de la
NOS.

Desafortunadamente, muchos inhibidores de la accién de EDRF, tales como azul de
metileno que son disparadores de electrones, o también agentes redox que tienen una
diversidad de efectos en el bloqueo de la sintesis del EDRF. La inhibicidn de la sintesis de
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EDRF con NG-monometil L-arginina es a veces mas especifica y primariamente interfiere con
ia conversién de la L-arginina a NO por la NOS. Sin embarge no todos los efecios
hemodinamicos de éstos agentes resultan de la capacidad para inhibir la sintesis de NO. Por
jo tanto a esto se debe la medicién de NO. (Stephen Archer, et al. 1993).

Para el estudio del metabolismo del NOS en el hombre y en ratas, se requiere de un
sistema analitico para determinar los productos de degradacién que son, nitratos y nitritos en
los medios biolégicos, para esto se necesita de un sistema en el que se utilice poco tiempo y
tenga una alta selectividad, es importante eliminar la posibilidad de obtener resultados falsos,
en los que interfieren otras sustancias y no da veracidad a los datos proporcionados en ia
determinacion. (Laura C. Green, et al. 1982).

I1.2.-Caracteristicas generales del éxido nitrico (NO).

El NO como tal es un gas téxico, que se considera un radical, por que tiene dos

electrones libres; es inestable. No reacciona consigo mismo, al reaccionar con el oxigeno y et
agua, produce nitrito y luego nitrato. Es poco soluble en agua. 3 mM. solucion saturada. Es
muy corta su vida, de 6 a 10 segundos,
Su peso molecular es de 30.006, {a densidad absoluta es de 101.325 pKa a 25 °C. Se reduce
a dxido nitroso NO-N, O, y se oxida de nitrato @ NO N,O-NO. Se considera como primer
mensajero bioldgico que enira a la célula y se une con metales como; Fe, Cu, Co, Mn. Estos
metales son parte funcionat de fos citocromos.

Tiene alta afinidad para interaccionar con la hemoglobina.

Grandes variaciones en la vida-media de EDRF (de 3 a 50 s), puede probablemente ser

explicada en términos de la relativa contribucion de O, y O, para la iniciacion de NO dentro de
diferentes condiciones. Se sabe que el oxigeno reacciona rapidamente con e NQ para formar
NGO,y NO,, ambas  de las cuales son activas en los vasos y en plaguetas. £l NO solo

demuestra 1a reaccion con O, para formar NQ,”

Desde hace muchos afios se han usado diferentes medicamentos como antianginales
y agentes antihipertensivos. (Sthephen Archer, et al. 1993). Los nitrovasodilatadores, se han
usade aproximadamente desde hace 100 aios, se usa en diversos sitios en condiciones tales
como en angina de pecho, insuficiencia cardiaca, emergencias de hipertensin, hipertension
puimonar, fibrindiisis, angioplastia coronaria percutanea y complicaciones cardiacas después
de la cateterizacion. { S. Moncada 1991)




H.3.-Bicsintesis de 6xido nitrico (NO).

Algunos vasodilatadores incrementan el NO espontaneamente, tales como nitrato
organico que requiere la previa interaccion con un tiél que puede ser cistefna y algunos otros
como 3 morfolino-sidnonimina, elevande NO subsecuentemente hacia la base catalizada de
hidrélisis. Se sugiere que el NO es el efector final comin molecular de todos los
nitrovasodilatadores que activan al guanilato ciclasa soluble. (5. Moncada, et al. 1991).

El Oxido Nitrico es sintetizado a partir del nitrégeno guanidino, de la molécula L-
arginina y en presencia de oxigeno molecular, con |a ayuda enzimética de una dioxigenasa o
NO-sintasa.

HsN-C,H-COO- + 02 ->NO + HsN - CH - COO-
T

(CHz2)s dioxigenasa (CH2)s3
| 6 NO sintasa
P T
(f = NHx+ lC =0
NH2 NH:
Arginina Citrulina

Figura 1.-Sintesis de NO por medio de L-argninina en presencia de oxigeno molecular.

La sintesis de NO requiere la presencia de ion calcio, que actia .uniéndose a un
cofactor llamado calmodulina, necesario para !a aclivacién de la enzima; esta activacion puede
estar dada de dos formas:

1) La forma constitutiva, citosélica, Ca*%/Calmodulina dependiente; se libera al NO por un
periodo corto, en respuesta del receptor o una estimulacidn fisica, es decir, para
estimular la sintetasa de Oxido nitrico {NOS) se requiere de un ion de calcio citosolico
que eslimule el acercamiento y asociacion de la calmodulina y NOS produciendo con
esla unidn las moléculas de NO y Citrulina, llamando a esta forma, calcio dependiente.
Esta forma se lleva a cabo en el endotelio. La liberacién de NO por ésta enzima, actOa
como un mecanismo de transduccion subyacente a varias respuestas fisiolégicas.




NOS/ Calmodulina — NO/ Citrulina

f

Arginina

Figura 2.-La forma constitutiva, se une la NOS a la Calmodulina, produciendo NO y Citrulina.

2} Para la forma inducible ef mecanismo es semejante, cumpliendo con la calmodulina
dentro de condiciones normales, que activa a la enzima por estimulacién de calcio
independiente infroducido a la célula. L.a enzima es inducida después de la activacion
en macrdfagos, células endoteliales, y a través de citocinas y, una vez expresada,
sintetiza NO por un periodo largo de tiempo. Ademas, ésta enzima es citosdlica, Ca*?

independiente y requiere de tetrahidrobiopterina tal y como otros cofactores, y ésta

induccion es inhibida por glucocorticoides. (Stephen Archer, et al. 1993, S. Moncada,

et al. 1991},

Ca +2 indp / Calmodulina / NOS — NO/ Citrulina

f

Arginina

Figura 3.- La forma inducible, se acopia fa NOS y la Caimodutina en condiciones normales enzimaticas
por estimutacion de caicio independiente ( introducido a la célula ).

Se puede enconfrar ésta forma en {as células inflamatorias (después de la
estimulaciéon con citocina o lipopolisacaridos). Y en el caso de la sintesis neuronal; se
relaciona cuando el glutamato se une con el receptor N-metil D-aspartalo (NMDA). El
glutamato causa transmision sinaptica a receptores de NMDA por operacién de canales de ion
que promueven ef movimiento de calcio desde el exterior al interior de las neuronas. Esta
unidn estimula la entrada del calcio a la célula uniéndose el calcio a la Calmodulina, el cual




activa a NOS que convierte 8 la arginina en NO y Citrulina, realizindose éste proceso en un
tiempo de milisegundos. (Solomon H. et al. 1992). Aunque también la arginina puede estar
sintetizada a partir de Citrulina, el sitio donde se produce con mayor eficacia es en e} rifién,
Estudios recientes indican que la Citrulina producida por NOS se puede reciclar para formar
Arginina en las células endoteliales. (Guoyao W. V. et al, 199).

La conversidn de L-arginina a NO es especifica, por un nimero de analogos de L-
arginina, incluyendo en ésta D-arginina, no siendo sustrato. Ademas, ésta se basa en que la
relacion de NO de las células endoteiiales en cultivo puede estar inhibida en una manera
enantioméricamente especifica por L-NMMA un inhibidor de la generacién de NO,” y NOy v
citrulina de L-argninina en macrofagos.

En el endotelio homogenizado se forma la citrulina a partir de fa L-arginina por un
mecanismo en el que |a forma reducida del nicotinamidoadenin dinucledtido fosfato (NADPH),
transporta electrones de un alto polencial al O, a través de una cadena de transpore
electrénica, (los electrones de alto pofencial derivados de Ja oxidacién de jas moléculas
combustibles pueden ser utilizadas en la biosintesis que requieren poder reductor). En el
citoplasma de las células del endotelio se reduce la arginina por cambio aniénico, donde se
incrementa la L-arginina dependiente en ef GMPc, en el cual sélo la concentracién
dependiente requiere al NADPH y es acompafiada por la formacién de [*H)-citrulina que
proviene de la [*H]-arginina. La produccién de [*H]-citrulina y el incremento en GMPc se
inhiben per L- pero no por D-NMMA. Todos estos datos son consistentes NQ y citrulina siendo
productos de la reaccién enzimatica. En suma, la formacién de [*H)-citrulina y el ingremento de

GMPc son inhibidos por Ca*?, indicando que ésta enzima, la cual se llama NO Sintetasa, es
Ca*? dependiente. Ademas, la sintesis de NO por las células endoteliales citosdlicas, es
inhibida por calmodulina unido con péplidos y antagonistas, se suginere que la Ca™?
dependiente se estimula por medio de NOS en las células endoteliales, que es mediado por
calmodulina.

Estudios recientes evidencian que usando '®0, y Espectrofotometria de masas, se ha
demostrado que ésta enzima incorporada al oxigeno molecular dentro de ambos, NO y
citrulina, indicando que ésta es una dioxigenasa. (Moncada, et al. 1991).

IL.4.-Inhibicién de Ia biosintesis del dxide nitrico (NO).

La sintesis de NO puede estar inhibida por andlogos de Arginina incluyendo NG-
monometil -L-arginina (LNMMA) siendo un inhibidor compelitive de la NOS {Moncada, et al.
1991); en animales la inhibicion de la sintesis con LNMMA conduce a Ia hipertensién y
produce una disminucion de la respuesta inmune. La degradacién de arginina, dan formacion
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a la citrulina en células endoteliates es inhibida por L-giutamina, que posiblemente tiene que
ver con una serie de aminoécidos -que controlan la concentracién de Arginina y por
consiguiente la produccién de NO. (Patrick, et al, 1992, Guoyao W.V. et al. 1992),

La funcién del EDRF/NO se inactiva por pirogalol o superéxido dismutasa, estabilizada
por anion superdxido, e inhibida por oxihemoglobina, ambos EDRF/NO producen incrementos
comparables con la acumulacién de GMPc en arterias y venas, ésta acumutacidn de GMPc es
inhibida por pirogalol, oxihemoglobina, y azul de metilo. ( Luis J. Ignarro, et al. 1987).

En uno de los estudios, se induce la vasodilatacion con acefilcoling, que ocasiona un
incremento en la excrecion urinaria del GMPc, ambos de los cuales proviene por |a adicién de
L-NMMA en la presién sanguinea que ‘es provocada por una disminucion en fa filtracion
glomerular,

El incremento de la presioén sanguinea inducida por L-NMMA fue acompafiada por una
disminucion en la conduccidén vascular en el rifidn, mesenterio, cardtida, y en cuadrantes
vasculares. Estos efectos fueron sustentados si la infusidén de L-NMMA se continud por 6
horas, indicando no solo el papel critico de NO para mantener el tono de dilatacién en todas
estas instancias, pero solo el factor que el sistema regulatorio en la vasculatura es incapaz de
reacomodar el flujo hacia niveles de pretratamiento. Si utilizamos L-NMMA infundida a una
dosis relativa, la L-arginina se revierte por constriccion de la circutacion en la corcnaria y una
reduccidn en el flujo coronario. La vasodilatacion ef cual seguida de la estimulacién vagat es
solamente sugerida para ser NO dependiente.

El lado arterial libera, en general, mds NO que el lado venose, esto puede ser por
acetilcolina, este factor que induce la dilatacién en venas y es rapidamente transformada
dentro de la circulacion. La circulacién es atenuada por L-NMMA, por lo tanto, la constriccion
se aumenta; sugiriendo gue el NO es mediador, en menor parte, la dilatacion y funcionalimente
antagoniza la respuesta vasoconstrictora. (Vallance, et al. 1989, Moncada, et al. 1991).

i1.5.-Funciones del 6xido nitrico (NO).

Donde se produce el NO, tiene una aclividad determinada, lo gque induce a un
fendémeno especifico,

El NO se produce en macréfagos, neutrdfilos, células endoteliales, cerebro y células
mesangiales de los glomérulos.

li.5a.- En macréfagos.

Los macrbfagos juegan un papel importante en la respuesta inmune. Recientes
estudics han encentrado que los macrdfagos sintetizan NO y Citrulina de ia L-arginina. Esta
conversign de arginina a NO se ha implicado en la accién citotdxica de los macréfagos




activados en contraste con células bltanco incluyendo; céiulas tumorales, hongos patogénicos,
mico bacterias, parasitos intracelulares y células beta del pancreas.

Como un resultado del estudio del metabolismo de arginina en macréfagos es
importante el mecanismo bioquimico de células inmunolbgicas, para la produccion de NO.
{Guoyao W. V. et al. 1992).

Estudios con ratones, ofrecen bases para pensar que un porcentaje genéticamente
determinado da fa deficiencia de macréfagos que excretan pocos nitratos, quiere decir, que no
producen NO. Por lo tanto se establece una asociacion entre la presencia de macréfagos y [a
de nitratos. :

Se aisldé un cultivo de macréfagos, se indujo la produccion de gama interferon
utilizando endotoxina en el cultivo, una proteina moduladora inmune que activa ofras células
inmunes y que se forma por linfecitos T. Después de ésta infusion, los macréfagos son
repentinamente habiles para la produccion de nitratos,

Se aislaron macrofagos que no pueden producir nitratos, cuando el aminoacido
arginina esta ausente (normaimente presente en el medio de incubacion).

Una enzima especifica en los macréfagos, convierte la arginina dentro de un
intermediario quimico que da NO el cual es oxidado a nitratos y nitritos.

Un trabajo independiente estudio los macrdfagos que eliminan a las células tumorales
y s nota que el tumor pierde su capacidad de crecimiento en presencia de los macréfagos
cuando la Arginina se adiciona al medio.

Se demostréd que el gas de NO es téxico para las células tumorales ya que los
macréfagos activados lo producen y se observo que fa inhibicién de la enzima sintetizadora de
NOQ, a través de un derivado de |-arginina {especificamente un derivado con un radicat metiio),
bioquea |a formacion de nitratos y la destreza que tienen los macrdfagos a destruir tumores,
por lo tanto producen NC proveniente de Arginina. Cuando los macréfagos son activados por
endotoxinas o células T, ellos responden por conversion de arginina dentro de NO. El radical
libre t6xico del NO, permite a los macréfagos, destruir bacterias, hongos y células tumorales.
€1 NO producido por macrdfagos entra a ia célula blanco atacando los citocromos, y asi,
modifica su metabolismo, el ciclo de Krebs, con ios electrones de transicion, en las
mitocondrias y también desequitibra la sintesis de DNA. (Solomon H. et al. 1992).
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Figura 4.- Sintesis de NO en macrdfagos, 105 cuates atacan por meiio del NO & la cdlula tumoral, afectando la
sintesis de DNA y el ciclo de krebs.

I1.5b.-En el cerebro.

La formacién del GMPc en el cerebro requiere de arginina; se sabe que el NO es un
mensajero molecular o que éste es formado de arginina, por lo tanto, ia arginina juega un
papel imporiante en la formacién de GMPc en el cerebro, que debe relacionarse con la
produccién de NO.

Cuando se estimula el tejido cerebral por administracién det aminoacido glutamato que
€s un neurotransmisor, se produce una sustancia con vida corta que tiene propiedades de NO.

Estos efectos mediados por diversos tipos de receptores, unc de los mas
caracteristicos es el receptor N-monometil-dioxiarginina (NMDA), un aminoacide sintético que
actda selectivamente a éstos sublipos de neurotransmisor glutamato. El receptor de NMDA, es
activada por el glutamato abre canaies de ion calcio, mediador de la transmisién neuronal, asi
mandando un impulso nervioso intenso.

Cuando libera grandes cantidades, ef glutamato puede causar dafc por accion sobre
estos canales, por gjemplo; la muerte de neuronas durante un golpe, tal vez proviene de una
cascada de glutamato activado en células desprovistas de oxigeno.

En la estimulacién del receptor NMDA es producido el NO, en esta produccion estd
implicado como un agente mediador el glutamato, por fo tanto el NO tiene un posible papel en
la funcion sinaptica que actia directamente en el GMPc en los vasos sanguineos,

Se encuentra la concentracion de NO midiendo la actividad de la enzima NOS. La
arginina produce NO y Citrulina, en la misma proporcidn, se monitorea la conversion de
arginina a citrulina. En algunos experimentos se midio da Citrulina que es muy elevada
comparada con los valores basales, lo que indica que la actividad de NOS se triplicd cuando
se agregd NMDA o glutamato. En algunos cortes de cerebro se confirma que NMDA provoca




grandes incrementos en ios niveles de GMPc, a las pocas concentraciones como este NOS
inhibido.

El NOS se presenta en poblacion discreta de neuronas, en la glandula pituitaria, por
instancia, la enzima existe en neuronas cuyos cuerpos celulares yacen en el hipotalamo.
Estas neuronas particularmente sintetizan y relacionan la hormona vasopresina y oxitocina en
la gldndula adrenal, NOS se encuentra concentrada en una red de neuronas que estimula las
células adrenales para la produccion de epinefrina o adrenalina. En el intestino, la enzima
reside en una zona de neuronas en el plexo mesentérico. Estas células nerviosas regufan los
movimientos peristalticos. En la corteza cerebral, la enzima aparece en sélo acerca de 2 por
ciento de neuronas.

il.5.c.-Como vasodilatador,

ElI NO da lugar al mecanismo por el cual hace que se difaten los vasos sanguineos.

Los vasos sanguineos son dilatados por algunos neurotransmisores, como {a acetil
colina, produciendo relajacidn vascuiar a ta capa muscular, En contrabalance a estos efectos
con otros neurotransmisores, contraen el maisculo y constrifien los vasos sanguineos, comola
norepinefrina.

Se piensa que el endotelio esta constituido por células lisas en la subfase interior det
vaso sanguineo, inmediatamente adyacente ai musculo liso. En una serie de experimentos se
demostré que la acetilcolina actila en receptores tocalizados en lg célula endotelial. Esta
accién provoca la liberacion de una pequefia molécula que difunde al musculo liso adyacente
y lo relaja.
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FIGURA, 6.- Funcion de |a acetil colina en receplores de células endoteliales La acetil colina actia en receptores
localizados en las células endoteliales activande la NOS y produciende, por medio de la arginina, NO, que es
nombrado EDRF, flegendo a la célula muscular vascular y en efla se realiza la reaccidn por la guanilato ciclasa, ia
cual tiene un grupo hemo, que tienen una alta afinidad por el NO y af interactuar con este, hay un cambio
conformacional de la enzima y esto hace que se forme el GMPC por madio del guanidin trifosfato (GTP). que es el
que produce la vasodilatacién muscular.

La acetiicolina aclua en receptores localizados en las células endoteliales activando la
NOS y produciendo, por medic de la arginina, NOQ, que es nombrade EDRF, llegando a Ia
célula muscular vascular y en ella se realiza ta reaccion por la guanilato ciclasa, la cual tiene
un grupo hemo, que tienen una alta afinidad por e! NO y al interactuar con este, hay un cambio
conformacional de 1a enzima y esto hace que se forme el GMPC por medio del guanidin
trifosfato (GTP), que es el que produce la vaso dilatacién muscular,
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Figura 7.- La enzima guanilato ciclasa tiene un cambio conformacional, en el cual provoca la formacitn det GMPe,
por medic del GTP.

EDRF estimula la formacion de GMPc que se considera como segundo mensajero,
para la liberacién de neurotransmisores y hormonas. En el cual el GMPc se relaciona con la
molécula del segundo mensajero AMPC.

Nitrogticerina y nitratos organicos son por si mismos inactivos pero una vez en el vaso
sanguineo se convierle metabolicamente a NO produciendo relajacion.

El NO relaja al mdsculo por la estimulacién de la formacién del GMPc justamente
como EDRF.

El EDRF estimula la relajacion de las células endoteliales y monitoreando estos
efectos realmente en masculo liso, se midié quimicamente la cantidad de NO relacionado en
el endotetio. El endotelio se relaciona con el exceso de acumutacion del NO por {a relajacion
de las células musculares adyacentes por lo tanto el NO es un EDRF,

El NO es aparentemente el principal regulador de la presién sanguinea, algunos
investigadores, administraron inhibidores de la enzima NOS en animales y humanos. Tal
tratamiento provoca un rapide incremento en la presién sanguinea, un incremento mas notable
que la alteracion producida por la ingestion de farmacoes, norepinefrina ¢ angiotensina,
Cambios en ta regulacidn de NO puede estar asociada con (@ hipertensién u ofras presiones
sanguineas anormales. (Solomon H. 1992).

li.- IMPORTANCIA DE LA MEDICION DEL OXIDO NITRICO {NO).

Las arterias y venas puedan reaccionar con el Factor Relajante Derivado del Endotelio
(EDRF) en respuesta a diversos vasodilatadores. compuestos nitrosos, nitrato organico, éster
de nitrito y nitrito inorg&nico que causan relajacion vascular en el misculo liso y acumulacion




de GMPc por mecanismo de endotelic independiente y esta accién es atribuida a |a relacion
del Oxido Nitrico (NO).

Por lo tanto es importante determinar si el NO es responsable de la relajacién del
musculo fiso vascular, sacado por EDRF que es una sustancia humoral inestable refacionada
con las venas y arterias, que mediante la accién vasodilatadora sobre el endotelio y ef NO es
un vasodilatador también inestable que se relaciona con farmacos que tienen la misma accion,
tales como nitro prusiato y gliceril trinitrato. Asi el EDRF y NO poseen varias propiedades
quimicas y biolégicas semejantes. {Luis .J. Ignarro 1987).

La respuesta hemodinamica renal a ia infusion. de aminoacidos, se ha empleado come
una prueba eficaz para el andlisis de la reserva funcional. Se desconocen los mediaderes
humorales de esta respuesta y antre otros, el NO parece tener una participacion decisiva en
modelos animales. En el hombre, e! andlisis es complejo por las dificultades para medir de
manera confiable al NO y a sus productos finales, los nitritos y nitratos. El reconocimiento del
NO como EDRF ha motivado un rapido crecimiento en el nimero de trabajos sobre su
actividad bioguimica y efectos fisioldgicos. Los métodos de deteccion empleados son muy
variados, incluyen desde electrodos especificos, hasta quimioluminicencia. Todos ellos
requieren acidificacion de las muestras para precipitar proteinas y para reducir nitratos y
nitritos, por ser este Gitimo el que se detecta. Sin embargo, la acidificacién puede sobrestimar
hasta siete veces la cantidad de nitritos y nitratos por lo que la deteccién sin acidificacion es
una necesidad.




WV.-METGDOS UTILIZADOS PREVIAMENTE PARA LA MEDICION DEL OXIDO NITRICO
{NO)

La importancia de medir 6xido nitrico (NO), da lugar a encontrar un método eficiente
que identifique y cuantifique el NO. Para esto, se ha visto que se han desarrollado una
variedad de métodos con sus caracteristicas propias, buscando ser €l método Gplimo para fa
medicién de dicho compuesto. En éstos métodos gque a continuacion se detallan,
mencicnando sus caracteristicas, los cuales los dividen en métodos de medicién directa y
medicion indirecta, ya que el NO tiene un periodo de vida muy corto y por lo fanto dificutta (a
medicion directa, pero a pesar de eso, la mayoria de los métodos aqui mencionados realfzan
la medicién directa, los cuales requieren de ciertas condiciones que se tratan a continuacién:
Para cualquier método utilizado en la determinacion de NO, es necesario tener una solucién
de NO blanco o de referencia, llamado NO calibrado y a continuacidon se menciona su
calibracion;

Por acidificacion de NaNO, (NO,™).

E! NO se prepara comercialmente por oxidacién de amonio a 500 °C. sobre platino, pasando
cofriente eléctrica y asi eliminando el oxigeno.

Algunas compafiias tienen pequefios ciindros graduados con concentraciones determinadas
de NO. para su calibracién mas veridica def ensayo.

La estandarizacién del NO por diluciones de la solucién saturada del NO; se prepara la
solucién saturada de NO 3mM. con agua bidestilada fria con Helio durante 3 min.
removiéndose el oxigeno, y se guarda en cilindres de vidrio sellados.

USO DE AGENTES REDUCTORES Y ACIDIFICANTES.

Para evitar la reaccion NO-, NO,, N0, en presencia de oxigeno, los agentes reductores
pueden ser Na, K que son reductores fuertes y dan un allo nivel de NO por
quimioluminicencia. En el ensayo de diazotizacién es obligatoric el Acido y en
quimioluminicencia es opcional el agente reductor.

*Estos agentes hacen gue varie |a produccién de NO real, el cual es cuando se duda
en la deteccion,
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IV.1.- Métedos de medicion directa.
1a. - Ensayo de quimioluminiscencia.

Consiste en introducir ozono en una camara de reaccién, producido por un generador
de O,, que &l entrar a la cadmara interactia con ef NO de fa muestra, el cual emite una sefial
que es detectada por el tubo foto multiplicador (FMP) {20-1000 pmol.). Antes de hacer
funcionar la camara, se purga con Helio (He), para que no haya una posible contaminacién en
la reaccién.

Se calibra usando el FMP contra la concentracion conocida del NO, que se obtiene el
NO de referencia como antes se mencion6.

Su sensibilidad es de 10~ a 107*M de NO. No es afectada por agentes reductores ni
acidificantes. La muestra debe ser acidificada o reducida fuertemente, y en el caso de los
modelos bioldgicos la sefial determinada, no es posible confiar en un resultado veridico.

La fase gaseosa debe interactuar con el 0zono, para esto se reguiere que la sustancia
lenga insaturacién o un grupo fuertemente polar y para que el ozono reaccione deben ser
muestras pequedas e insaturadas (como las aminas) y el NO cumple con esta condicién.
(Stephen Archer 1993).

V.2.-Métodos de medicidn indirecta.
2a. - £nsayo de diazotizacién.
Para que se utilice éste ensayo, lambién se usa NO de referencia para estandarizar.

Se lleva a cabo éste ensayo en dos pasos: La observacion de la aduccion de
nitroxidos y el acido suifanilico que interactia con N(l-naflil)etilendiamina. La muestra se
deposita en un vaso con HCI 4N, se torna una alicuota y se deja incubar durante 10 min. con
la mezcla de HMCI 2N y acido sulfanilico; se agrega N(i-naftiljetilendiarina dejando 30 min. en
reposo. Posteriormente se mide en espectrofotdmetro a 548 nm. El calculo es por
comparacidn de cambios observados en la DO de la muestra y la calibracion.

Los metabolitos medidos son Oxido Nitrico/Facior Relajante Derivado de Endotelio
(NO/EDRF), producidos por la estimulacion del cultivo de células endoteliales del anillo
aortico.

Aunque ¢! oxigeno es biclégicamente inactivo, llega a encontrarse en ia solucion en
muy baja concentracion, pero como el ensayo tiene un pH acido el oxigeno se combina para
formar NO sin ningtin problema. La sensibilidad es aproximadamente 157-107%M de NO.

Este método, no es selective para los NO, 7/ NO,, que provienen de! metabolismo de
NO, por que también son delectables otros compuestos relacionados, tales como N-
nitrosamina y nitrosotioles.
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Para propésitos experimentales, la solucion de NO estandarizada, cominmente es
preparada por burbujeo a solucién acuosa con varias concentracionas de NO. La solucién de
NO es preparada dentro de condiciones anaercbias usando agua degasificada, El oxigeno
presente en trazas, puede oxidar el NO disueito en el agua, lo que ocasiona que el NO
reacciona con el oxigeno, en soluciones acuosas produciendo N,O, NO, NO; y
posiblemente ofros productos no identificados, algunos da los cuales pueden tener
propiedades vaso activas o sus productos forman NO, Un método quimice que selectivamente
detecta NO de otros compuestos relacionados en solucién, es invariable. Por lo tanto, el uso
de un ensayo quimico no especifico para la identificacion de NO y en la comparacion de NO
con EDRF puede no ser apropiado por causa de fa suposicion. Por consiguiente, la falta de
especificidad de ésta técnica, es pobre, y la concentracién de NO en solucién sélo puede estar
estimada. (Stephen Archer 1993).

PREPARACION DE LA SOLUCION DE NO Y NO,

La solucién salina acidificada (9mg/ml de NaCl, 0.1mM. de HCI, pH 4), se deoxigena
por burbujeo con 100% de nitrégeno por un minimo de dos horas, la solucién es deoxigenada
agregando a un tubo vacutainer (100x13mm.), para evitar que el gas se oxide se utiliza argon
al 100% durante 15 seg, se gasifica por un minuto con 100% de nitrégeno y mientras el tubo
es puesto en hielo. La sclucion de NO es preparada por tres caminos diferentes:

1) Por gasificacion continua de 4cido salina deoxigenada con NO per 30 min. (NO/X).

2} Por inyeccion de NO dentro de la solucion salina en una relacion en fa dilucion equirolar de
NO en ta selucién, usando gas comprimido con jeringa.

3) Por inyeccién de NO dentro de un tubo completamente lleno con solucion salina en una
relacién en la dilucién equimolar de NO en la solucidn, el cual aproximadamente la solubilidad
es constante de NO en agua a una atmésfera y 0°C (7.38 ml/100ml.).

Se prepararon soluciones de NO en tubos vacutainer, usando gas comprimido con
jeringa, que estan completamente llenos con Solucion salina deoxigenada, por lo tanto, las
diluciones de la solucién normal fueron preparadas en tubos conteniendo 5ml. de solucion
sdlina deoxigenada y un espacio muertc de 3ml de nitrégeno al 100%. La dilucién
subsecuente se almacena en hielo y es usada dentro de 2 a 3 horas. En algunos
expenimentos, el efecto de cambio de la duracién de NO gasificado por solucién salina en la
refajacién vascular y absorbancia espectrofotometrica realmente fue checado por solucién

normal y dilucién de NO,".




PARA ELIMINAR NO DE LA SOLUCION USANDO ARGON

Para determinar invariablemente, el NO o alguna ofra sustancia gaseosa no
desconocida, disuelta en Ia solucion NO, que es responsable para la relajacidn vascular y/o el
material de deteccion por absorbancia a 548 nm., el NO fue volatilizado de las diluciones,
solucién normal por dilucién gasificada vigorosamente con argén al 100% por 3¢ min. No se
permite la entrada de oxigeno en los tubos que contienen NO durante el proceso y los tubos
s0on amancebados en hielo.

2b. —Ensayo espectrofotométrico con metahemoglobina.

La hemoglobina comercial que se adquiere para el andlisis contiene 50-95% de meta
hemoglobina como contaminante, por lo tanto, se debe de reducir y lo que se utiliza es
ditionita, una vez reducida se reoxida 8 meta hemoglobina durante su andlisis. Otra forma para
la obtencidn de la meta hemoglobina, es por medio de la purificacion de la mezcla por
cromatograffa en gel usando la columna de Sephadex.

El NO es detectado por cambios caracteristicos del pico de DO de la hemoglobina
leida a 433-406 nm. El umbral de deteccion del NO es 1M. La acumulacion de oxihemoglobina
no es un problema ya que, la hemoglobina tiene una alta afinidad a NO.

Una de las desventajas de éste ensayo es que tiene un rango amplio en el espectro, y
no tiene una longﬁud de onda especifica, 10 que disminuye su sensibilidad.

No es adecuado para éste ensayo acidificar |a muestra. La meta hemoglobina es
relativamente estable. En un experimento la sintesis de NO no puede medirse continuamente
con éste ensayo. { Stephen Archer 1993).

REACCION ENTRE HEMOGLOBINA Y EDRF/NO .

Una solucidn de oxihemoglobina 5uM en medio de krebs-bicarbonato, se prepard en
un buffer tris de 25 mM a pH 7 con HCI (4 mi) y se observa la DO a 25°C en condiciones
atmosféricas, antes y después de la adicién de NO. El NO causa un cambio caracteristico en
e} pico de la DO de hemoglobina de 433nm a 406 nm.

En ensayos bioldgicos como células de endotelio adrtico, se agregé 3 mi de
oxihemoglobina a 6.25pm, en ausencia y en presencia de un iondforo de calcio A23187 1uM.
Después la solucion se mezclard lentamente por 90 seg. a 25°C. El liguido libre de células se
aspird con una pipeta pasteur con capacidad exacta que conliene una tela de nylon nytex, que
excluye a las células, transfiiendo a una cubeta y midiendo la DO. El oxigeno atmosférico no
interfiere apreciablemente con la estabilidad de cualquiera de los dos, deoxihemoglobina o
nitrosithemoglobina, por lo cual no es significativa la cantidad de oxihemoglobina. ( Louis J.
Ignarro 1987).
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2¢. -Ensayo con microelectrodo.

Hay dos métodos amperométricos disponibles para la medicién de NO en tejidos
intaclos y células simples.

Se modificéd un micro-electrodo de oxigeno, éste se selld con fuego 150-250 uM., con
una goma delgada de cloropreno permitiendo asi solo el paso de gases de peso molecular
bajo. Por introduccién de un citodo de platino dentro de la pipeta y manteniendo un voltaje
positivo. Permitiendo la deteccion, siendo el gas oxidado, lo que permite la deteccién al
electrodo de superficie, la pipeta se llena con NaCl 3mM y HC1 0.3 mM a pH 5 y un alambre de
platino fue cublerto con teflén, puesto tan cemrado como sea posible por la membrana.

Usando éste electrodo se ha medido NO en tejido cerebral de ratén que es producido
por estimulacion eléctrica de la materia blanca. La sensibilidad del electrodo para medir NO es
de 10-0 M con un tiempo de respuesta de segundos. Esta técnica puede ser ufitizada en la
medicién de NO en células aisladas, en cultivo e insitu. (Stephen Archer 1993).

2d. -Método de stainton.

Es un sistema automatizado con la ayuda del Cromatdgrafo Liquido de Baja Presitn
(LPLC) utilizando el método de Griees para el andlisis de nitrato, via reduccién con alta
presion en una columna de cadmio (Cd), utlizando como muestra: orina, saliva, plasma
desproteinizado, jugo gastrico y leche. Con este sistema se puede determinar nitratos y nitritos
{NO; y NO3) con un limite bajo de deteccitn de 1.0 nmol de NO, o NO; por ml

El sistema permite la reduccidn cuantitativa de NO, y autométicamente efimina
interferencias de otros compuestos presentes normatmente en orina y otros fluidos organicos.

El reactivo de Griees, sélo detecla NO;, por lo que los NO, para que sean detectados
tienen que ser reducidos a NO,.

En ésle método, se usa Cd para reducir el NO, a NO,, en un sistema automatizado. La
reduccién de NO; a NO, puede realizarse en diferentes caminos: 1a reduccion quimica con
catalizadores metélicos, reduccién enzimatica con NQ, reductasa aislada con niacin adenin
dinucledtido reducido (NADPH) como electrén donador o bacterias con formato como efectrén
denador. Las muestras son proporcionadas por dilucion con agua destilada. Se trabaja, éste
método, diluyendo la muestra de orina en agua 1:100.

Para las muestras altamente diluidas, como las de orina con un volumen grande de
fase movil que recorre por ia columna con la muestra. La eficiencia de la reduccién de NO, a
alta presion, se da por ia columna que es empacada con finas particulas de Cd que permiten
el paso de 99% +/- 5% de NO, agregado a la orina, por lo tanto la interferencia queda

eliminada.




El NO, en la muestra, se reduce al ser introducida a través de la columna de Cd,
quedando como NO,, el cual reacciona con el reactivo de Griess, y al reaccionar, da como
producto una solucién de color purpura, el color es desarroliado por un bafio de agua a 60°C
y enfriado por otro baiio de agua a 0°C, posteriormente se detecta en el espectrofotémetro
u.vivisible a una absorbancia de 546 nm. El volumen minimo de la muestra, para el andlisis
automatico, es de 0.3 m!

El reactivo de Griess, consiste en preparar dos soluciones, una es N{1-Naftil)
etilendiamina al 0.1% en agua destilada con HCl y la otra es sulfanilamida (4cido sulfanilico) af
1% en H,PQ, al 5% concentrado, se mezclan las dos soluciones al mismo tiempo dentro de 12
horas, guardada en frio (cada parte puede estar almacenada en refrigeracién por dos meses).

La fase mévil, buffer, es NH,CL al 5% acuosc, ajustado el pH con borato de sodio
(puede estar almacenado en refrigeracién por varios meses). Ambos Reactivos son
degasificados antes de usar dentro de un vacio parcial a temperatura ambiente por varios
minutos.

La columna de reduccitn es de teflén para alta presidn, empacada con Cd plateado y
con una solucién de CuSO, al 5%. Su tamafio es de 10 mm de largo y 4 mm de didmetro. Esta
columna no retiene NO, o NO;, la cual sirve como limpiador, atrapando sustancias de
interferencia que provienen de la muestra biolbgica, y asi, la columna de Cd protege al
sistema. E! rango de! estandar de NO, y NO, es de 5 a 50M, que son analizados diaramente
para checar la eficiencia de la columna utilizando un curva de recuperacion. La muestra de la
orina obtenida mas NQO; estdndar 10uM son analizados periédicamente para determinar la
productibilidad del sistema. La reduccién de NO, a NO, en la columna de cadmio es el 100%
eficiente. Con los resultades obtenidos indica que no hay ninguna interferencia de sustancias
en la orina ni un aumento en la reduccién cuantitativa de NO,. (Green, L.C. 1982).

2e. ~Espectrofotometria de masas.

Se atrapa el NO como nitrosotioprolina por burbujeo. Se usa solucién acuosa
degasificada de tioprolina. La nilrosotioprolina es extraida con acetalo etilico. Es desecada vy
derivatizada por N-metil-(terbutiidimetil-silil) trifluracetamino en acetonitrilo.

La muestra se sitia en la interfase de la columna CP-si 5CB con un
espectrofotémetro de masas, operando en el modo de ionizacion, quimicamente positivo con
isobutano.

Tiene un tiempo de retencién de 4.75 min. Es mas sensible que el ensayo de
quimioluminicencia. (Stephen archer 1993).
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3. - Fundamentos de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién HPLC.

El cromatdgrafo liquido de alta resolucion {HPLC) Heva acabo la separacion y la identificacion
de sustancias liquidas que consiste en pasar la solucién, a través de una columna con la
ayuda de alta presién, éste procedimiento se describe a continuacion:

Esta conslituido por un inyector UK6, una columna IC-Pak ani6nica, un espectrofotémetro
waters 484 a 214 nm y como registrador se utilizé una computadora NEC con un analizador de
datos maxima 220. Para encontrar la curva de control estandar en el rango adecuado, para la
lectura de los resultados con la concentracién apropiada, y leyendo NO, y NO,
simultaneamente.

La muestra se deposita en el inyector y es amastrada por ia fase moévil (en éste caso
se utiliza LIOH a concentracién 1.8 mM) la cual pasa directamente hacia la columna (de
intercambio iénico IC-Pak AHR Waters) de 7.5 cm de longitud, a una velocidad de flujo de 0.9
ml/min. con presién de 1000 psi. Concluyendo en un detector UVAVis, leido a una longitud de
onda de 214 nM,

Los nitratos y nitritos son retenidos por la electronegatividad de la columna. La fase

mévil, que en este caso se utiliza LiOH que presenta una molaridad pequeiia, la cual permite
el arrastre de los nitratos y nitritos en el tiempo adecuado, para su posterior deteccién, y asi
poderios apreciar en el cromatograma.
Una caracteristica peculiar de la fase mdvil, es ser muy inestable en presencia del medio
ambiente, por lo que se requiere de extrema seguridad para su preparacién y su ulilizacion.
Debe ser preparada con agua HPLC (filtrar y degasificar después de dituir la sat de LiOH en el
agua desionisada). Y para poder conectar al sistema la fase mdvil, se debe evitar su oxidacion
con fa presencia de humedad del medio ambiente, por lo que se aconseja ajustarle una
trampa de ascarita para la desecacion. -

Anteriormente se ha utilizado un método similar utilizando HPLC para Ia medicion de
NO2NOs para determinar la presencia de NO en el agua potable, medic ambiente, leche y
otros medios {con sus respectivas condiciones de cada sistema). Este método no habia tenido
éxito en su medicion para fluidos bioldgicos, por causa, de que las muestras requieren
desproteinizacidn, y por éste hecho se acidifican, resultando no factible para éste método.

Para que el nuevo método propuesio sea confiable, se requiere de ciertas pruebas de
estandarizacion y control de calidad del materiat propuesto para el funcionamiento de dicho
método. Por lo que es importante encontrar el rango de la curva de concentraciones de las
soluciones tanto de NOz y NOs. Confirmar {a calidad del agua HPLC, de los filtras, utilizados.
Encontrar un control interno para las soluciones y muestras apropiado con su concentracion
mas factible. Tener el control de la pureza de la muestra desproteinizada, evitando la
presencia de particulas, péplidos proleinas en las muesiras.




ACTIVACION DEL HPLC:

1. -Se conecta ef aparato y se enciende.

2. -Se purga el sistema: (obteniendo agua HPLC y bombeando el agua al sistema, para
eliminar la posible existencia de burbujas en el HPLC.

3. -Preparacion de la fase mévil (LiIOH 1.8 mM.).

4. -Cambiar el agua HPLC por la fase mdvil al sistema.

5. -Se pone en linea la columna en el HPLC.

6. -Activado el sistema, queda disponible para la inyeccion de las muestras previamente

filiradas.

DIAGRAMA DE FLUJO PARA MEDIR LAS MUESTRAS EN EL HPLC.

Obtencion de agua desionizade‘sl

Filtracion y degasificacion del
en filtros de 45 micromolar

El agua obtenida, HPLC, es
para purgar la bomba

Se conecta la fase movil en el
HPLC para su uso y lectura

N\

Preparacion de |a fase movil ]
LiOH 1.8 mM
Se pesan 0.0377 g de LiOH

J)isnlwzr en 500 ml de agua

| desionizada

(Se filtra y degasifica en
filtros de 45 micromolar
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\,,

HPLC

Las soluciones y muestras se filtran
y posteriormente se inyectan al




FUNDAMENTO DEL NUEVO METODO

Se ha hablado de las caracteristicas y condiciones de los métodos establecidos
anteriormente que son de fonma directa o indirecta los cuates requieren de la acidificacién para
la eliminacion de proteinas, o ia reduccién de los nitritos y nitratos para obtener NO y poder
ser medido. Estas condiciones las hemos contemplado en el trabajo, las cuales pretendemos
eliminar y medir los metabolitos del NO que son el nitrito y el nitrato en el HPLC. Este aparato
de medicién ofrece veracidad y confiabilidad, a la vez de requerir un cierlo cuidado especial
para {a columna utilizada, tal columna no debe de estar en contacto con soluciones 4cidas y
este es un punto importante, por que se pretende desproteinizar las muestras por medio de
cantrifugacién a 6000 rpm, sobre membranas de polisuffona y por adsorcién en sitanos C-18.
Una vez obtenida la muestra libre de contaminantes, se procede a inyectar 100 pl en el HPLC.
Para el control de la cantidad de la muestra procesada y obtenida, se le adiciona a cada
muestra 50 ul de NaBr como estandar intemo y poder hacer ios ajustes requeridos.

Los resultados del proceso de extraccidn conlievan a la deteccion, determinacion y
conversion de tales resultados, por lo que se da la explicacién de como ocurre el mecanismo
de deteccion. La muestra pasa a través de la columna, en la que los nitritos y nitratos son
retenidos por la carga de dicha columna y son arrastrados gracias a la fase movil llevando los
compuestos en su respectivo tiempo al detector UV/Vis, los cuales se ieen a una longitud de
onda de 214. El detector recibe la sefial en densidad dptica (DO), !a cual es emitida a la
computadora como voltaje, por io tanto, la unidad en volt equivale a una unidad de DO.
Mientras que el compuesto en cuesltidon se estd detectando, en el cromatograma va
apareciendo la curva dependiendo del aumento y la diminucién de la concentracién de dicho
compuesto, hasta que desaparece. Por lo 1anto, e! area bajo ta curva del cromatograma es el
resultado de la concentracién obtenida, haciendo ta comparacion y determinar Ia variacién y la

importancia de los de las muestras inyectadas en el (MPLC). &l ion bromuro (Br) es utilizado
como estandar interno, dando el control y manejo de 1a muestra en el proceso de extraccidn,
por lo tanto, la cantidad que se encuentra en la muestra de NO, y NO; puede ser totalmente

monitorizada por el ion bromuro (Br), ya que #eva el mismo proceso de los iones de NO, y

NQ,, por lo que se le adiciona el Br a la muestra.




V.-MATERIAL Y EQUIPO,

1. —Equipo de medicion

» Cromatégrafo de alta resolucién [HPLC] con bomba Waters 510,
+ Columna IC-Pak Aniénica HR.

s Precolumna IC Pak anidnica.

s Detector especirofotométrico Waters 484 -214nM.

= Inyector UBK Waters capacidad 250 1.

e Batanza analitica, sensibilidad de peso 0.0001g.

* Micropipetas Hamilton, capacidad de 100 y 50 pl.

« Pipetas Rainin digitales de 25, 250 y 100 pi.

» Puntas para micropipeta.

2. —Equipo para purificacion de las muestras.

Ultrafree-mc 5,000 peso molecular, no estéril [negro).

Ultrafree-mc 30,000 peso molecuiar, no estéril (verde].

Filtro Millex Durapore estéril con poro de 0.45 pm
Sep Pak C18 Cartridges para extraccion de fase sélida.
Bomba para filtracion Millipore.

w

. ~Reactivos.

LiOH 1.8 mM 500 mi como fase maovil.

M/ml. Sales de LiNGs, AgNQa.
Medio de cultivo
Agua HPLC.

fosférico al 85 % piv 100ml).

Soluciones de NO/NO, a concentraciones 1mM, 1pM, 1nM / 1ml y 0.005, 0.01, 0.02, 0.05

Reactivo ABC (Azul brillante de Coomassie. G-250 100mg, etanol al 95% 50ml, acido



VI. -METODO

1. - Estandarizacién del método.

Se realizd una curva tipo considerande las concentraciones reportadas en las
muestras biolégicas, y asi tener una curva de concentracion dentro de los valores reales. Un
inconveniente es que también se encuentran otros iones que interfieren en la determinacion
de NO/NOQ,, y estos pueden modificar la lectura exacta del experimento como es el caso del
ion cloruro que puede ser observado a la misma longitud de onda adecuada, como
interferencia en la detarminacién de NOJ/NO, en el cromatograma.

1.a. -Determinacion de longitud de onda (A) adecuada para NO, y NO,,
Para identificar inicialmente los iones de NO, y NO; en el espectrofotémetro U.V, se buscéd a

través de un barrido la longitud de onda mas adecuada en la que pudiéramos ubicar y trabajar
posteriormente la determinacion de NQ, y NO; .

Para ia identificacion de la A, se prepararon soluciones de NO, y NO, con las siguientes
concentraciones; 1nm., 100nM. |, 500nM, 1pM, 10uM, 25pM, 50pM, 100pM por ml, las cuales
fueron leidas en ¢l espectrofotémetro U.V. a diferentes A para comparar y seleccionar la mas
adecuada.

1.b. —Identificacidn de interferencia de contaminantes.

En muestras bicldgicas se pueden encontrar contraiones que pueden interferir con la
determinacién de NO, [NQ,, y estos pueden ser contraiones diferentes que pueden ser Na, K,
Ca. Por lo tanto se prepararon soluciones de las siguientes sales: LiINO;, AgNQ,, NaNQ,,
NaNQ,, cada solucion se prepard con las siguientes concentraciones: 1nm,, 100nM. , 500nM. |
1M, 10pM, 25uM, 50uM, 100pM, 1mM. Y estas concentraciones de las soluciones se leyeron
en espectrofotometro ultravioleta a 214nm que es la A oplima para NQ, /NQ; y comprobar si
hay o no interferencia con los resuitados de las muestras biolégicas que pueden contener ios

iones antes mencionados.
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1.c. Confiabilidad del agua HPLC utilizada an el proceso.

Es importante tomar encuenta que et agua uliizada en éste trabajo debe ser
estrictamente pura, por lo tanto se realiza un proceso para la obtencion del agua a la que
lamaremos agua HPLC, (Agua HPLC = Agua obtenida de un desionizador de osmosis
inversa, que posteriormente es desionisada, después filtrada en poro de 0.45) y por dltimo
degasificada).

Para confiar en el agua HPLC como tal, utilizada en todo el proceso de extraccion y de
inyeccion, se probaron diferentes tipos de aguas que provienen de: a) un desionizador, b) un
Milli-Q-desionizador, ¢) un desionizador de osmosis inversa, d) y por ultimo, et agua que
siempre utilizamos, que es agua obtenida de un desionizador, pasa por osmosis inversa, un
desionizador y después degasificada. Ya que alguna de estas fuentes podria estar
contaminados con los analitos de interés, los cuales pueden impedir que se lleve a cabo el
proceso y una lectura veraz. Posteriormente se inyectaron y se leen en el cromatégrafo liquido
de aita resolucién (HPLC). Y asi poder comprobar la pureza del agua de la que siempre se ha
trabajado; considerandola factible para nuestra finalidad.

1.d. -Curva tipo.

Es necesario tener una referencia de la concentracion de los iones NO/NG,. Por lo
gue se realizd una curva tipo en la que tendremos una escala de concentraciones definidos de
dichas soluciones de NO/NO, En esta curva tipo se observa la concentracion definida y la
respuesta deteclada por el espectrofotdmetro det HPLC, a cada solucion utilizada en ésta
determinacién se adiciona un estandar intemo que debe ser un anion seleccionado (ei ion
bromure), el cual su tiempo de retencién se encuentra entre la de NOLNO; ademds el
estandar infemo sirve para asegurar la variacion’ de la concentracién a través de todo el
proceso de extraccion de NO/NO, de muestras biclogicas.

La curva tipo de la mezcla de NO/NQ, /Br tiene las siguientes concentraciones, cada
una en nMol/300pl: 4.5, 7.5, 15, 30. Se decidid tomar ésta molaridad por que en las muestras
biolégicas se encuentran entre estos valores
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2. ~Preparacion de las muestras biolbgicas para su inyeccion en el HPLC. .
Para determinar toda muestra inyectada en el cromatdgrafo liquido de alta resolucion

(HPLC), es esencial que estén libres de contaminantes, siendo péptidos y proteinas,
frecuentemente localizados en muestras biolégicas, utilizadas en éste trabajo como son
plasma o medio de cultivo. Dichas muestras deben de llevar un proceso de purificacién y para
esto es necesario comprobar que queden eliminados los contaminantes (péptidos y proteinas).
El proceso de purificacidn se da con la exiraccion de las diluciones correspondientes con
filtros Millipore de 0.45 um de poro y posteriormente se inyectan en el (HPLC).

Para comprobar ia purificacién de las muestras, se cuantificaron las proteinas en cada
elapa de la extraccion utilizando el método Bradford y su posterior lectura en
espectrofotdmetro visible,

También las muestras se pueden contaminar en et proceso de purificacidn con iones que
modifiquen la veracidad de los resuttados, para esto se comprueba la pureza de los ulira-free
y Sep-Pak que se utilizan en éste proceso.

2.a. -Precipitacién de proteinas por medio de 4cidos.

Las proteinas se precipitan con soluciones acidas, lo cual esto seria otra opcién para
eliminar péptidos y proteinas, y la muestra esté limpia de contaminantes, pero ésta solucion
acida debe tener tal concentracién para que no afecte la columna del HPLC. Y con estas
condiciones se probaron diferentes acidos a diferentes concentraciones de tal modo que
precipiten las proteinas y no afecte la funcionalidad de la columna.

2.b.— Proceso de purificacion de NOJNO, de muestras biolégicas por tamices
moleculares (Uf), por fase reversa (Sep-Pak).

Es importante confiar en que los filtros utilizados en et proceso de extraccion, no
contaminen las muestras ya que estos pueden contener en su estructura NO, y NGs;, por {0
que se hacen varias pruebas para la purificacién de las muestras bioldgicas (medio de cultive
y ofina).

Para eliminar péptidos y proteinas mayores de 5000 de peso molecular, se ufilizan
filtros Ultra free (UF) de 5000 NMWL. y para eliminar péptidos pequefios menores de 5000 de
peso molecular, se utilizan Sep-Pak C18.

A 1mi. de muestra agregamos 50 pl. de bromuro (Br-) de un pM. de concentracion,
como estandar intemne. Por lo tanto al extraerse la muestra con el bromuro {Br), controlamos
cuanto realmente recuperamos © se pierde de la muestra y se calcula la verdadera
concentracion de NO/NO,. Se homogeiniza la muestra con vortexy posleriormente se
centrifuga durante 3 min. a 6000 rpm para clarificar la muestra en un prefiltro (filttro rojo).




Se depositan 500 pt de muestra en el filiro ultra free de 5,000 NMWL (filtro negro) para
la desproteinizacién de las muestras. y éste es centrifugado 5 min. a 11000 r.p.m. para
separar proteinas de la muestra. Se mide el volumen recuperado del filtrado para calcular la
cantidad procesada.

Se utiliza otro Ultra free (UF) adicionandole agua y éste funciona como control, el cual se le
sigue el mismo proceso de extraccidn para hacer la comparacion (a este cromatograma se le
asignara el simbolo Cnt para identificario), de las posteriores inyecciones de fas muestras
obtenidas de: Agua HPLC (HPLC), agua del ultra free (Uf) y agua contro! (Cnf).

En otra de-las etapas de purificacién, se utilizan cartuchos de Sep-Pak €18 los cuales,
son para la eliminacion de péptidos pequefios, que puedan afectar la muestra al inyectar (€|
ultra free permite el pase de péptidos de un peso molecular menor a 5000 por fo tanto es
necesario eliminarios con un Sep Pak), pero se detecto que en el Sep-pak contiene NO, y
NOQ;, los cuales contaminan la muestra procesada. Para éste inconveniente, se lavé con agua
HPLC para cada uno de los cartuchos de sep-pak C18 y determinar, qué cantidad de agua es
la necesaria para que no contengan contaminantes (NO/NQ,): Se activa el cartucho Sep-pak
C18 con 10 ml de Metanol HPLC (Reactivo especial por su pureza para el uso del HPLC) y 20
mi de agua HPLC, el dGitimo ml de esta agua. se filtra a través de una membrana Durapore,
para inyectarlo al cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC), y éste es etiquetado (SP20),
para la sigulente prueba, se pasan otros 20 m! en el sep-pak y &l Gltimo mi se filira en ofro
Durapore, inyectandolo posteriormente (SP40), y asi sucesivamente se pasan 20 mi, se filtran
y se determina la curva, y por Oltimo se etiqueta de la siguiente manera:

$P2(-lavado con 20 ml de agua HPLC.

SP40-lavado con otros 20ml, en total 40mi de agua.
SPB0-1avado con otros 20mi, en total 60ml de agua.
SP80-lavado con ofros 20m!, en total 80ml de agua.
SP10C-lavado con otros 20ml, en total 100mi de agua.
$P120-lavado con otros 20mi, en total 120ml de agua.

Se afora el volumen a 2ml totales de fa muestra. Se diluye !a solucién obtenida 1:10 a causa
de que la muestra se obtiene en concentraciones muy altas, y los cloruros pueden enmascarar
las curvas de los nitratos v nitritos en el cromatograma. Para clarificar el total de la muestra se
pasa a traves de membranas Dura-Pore que fienen un poro de 0.45 uM para evilar ia
contaminacién o dafar la funcionalidad del HPLC, a! ser inyectadas las muestras en dicho
cromatagrafo.

Se toman 100 pl. de la solucién obtenida para ser inyectada en el cromataografo liquido de alta
resolucién (HPLC), y posteriormente jeida en el cromatograma.




2.c. -Deteccién de proteinas en el proceso de purificacién por filtracion.
En fa desproteinizacién de las muestras, para que no haya interferencia en nuestro

analisis, es necesario que se realice un proceso de filtracion; para analizar tal proceso, es
necesario medir en cada uno de los pasos su grado de pureza e identificar todos los fiitros
involucrados en el proceso de purificacion. Para esto se toma una alicuota de 500 de medio
de cultivo y suero al 10% (50m! de medio de cultive y 5 ml de suero) para filtrar como lo indica
el diagrama del proceso; tomando en cada pasa de filtracién, 100 yi., de la muestra y se lee
en espectrofotémetro visible a longitud de onda de 595nm. Tomando como referencia la curva
de purificacién del medio de cyltivg, y asi saber la cantidad de proteinas que permite pasar a
través de los ultra-free (fiitros).

Esta prueba es importante para determinar 1a eliminacion de contaminantes con el
proceso de extraccién de las muestras, ya sea medio de cultivo, plasma u orina

Con el método de Bradford se determinan las proteinas y se puede saber qué
concentracién de proteinas contiene la muestra extraida. Por lo tanto se hace la siguiente
curva tipo, con las siguientss concentraciones en pg/mi: 0, 10, 20, 40, 80, 100 de alblimina. ¥
postericrmente se hace el ensayo de identificacién con dicho método para que a continuacién
se {ean las soluciones en el espectrofotémetro.

"Nota: El método de determinacion de proteinas Bradford se explica a continuacién:

Reactivo ABC:

Azul brillante de Coomassie. G-250 at 0.01%(100mg) se disuelve en etanol al 85% 50 ml y se le aftade
dcido fasfdrico al 85% (pN), se diluye en agua destilada para completar un litro de solucién y por utimo se filtra en
papet Watman No. 1. Se conserva de 4-6 semanas en frasco &mbar,

Ensayo 1:

Para Ia solucion que contenga de 10-100 py. de proteinas en 0.1 mi, se pipetea 0.1 ml ¢ fraccién y se
ajusta a 0.1 ml con el amartiguador apropiado (solucién NaCl o PBS). Se afladen 5 mi de reactivo ABC, se {ee entre
3y 30 min. a 595 min,

Ensayo 2:
Microensayo, para la solucién que contenga de 1-10 Jg. de proteinas en 0.1 ml. Se pipetea 0.1 ml 0 Faccién y se
ajusta a 0.1 mi con el amedtiguador, se affade un mt de reactivo ABC y proceder como el método anterior,

Ensayo 3.
Para proteinas de 5-60 pg. por 0.1ml, se pipetea y ajusta al volumen 0.1 ml, si se necesita, se anade 2.9 ml de
reactiva ABC.

2.d. -Interferencia del ion cloruro (Ct™) con NO,; /INQ,.

Otro factor que interfiere en la cualificacion de NO/NQ; es el ion cloruro (CI) que se
encuentra en muestras biologicas y produce un enmascaramiento de los NO/NO, dentro del
cromatograma, observéindose un pico negativo del clorure {ver cromatograma 1d.0). Para esto
s decidi¢ hacer una modificacién en la molaridad de la fase mévil. Esto se hizo para cambiar
los tiempos de retencion de cada uno de los picos y separar la depresién del cloruro con los
picos de NO/NO; para que puedan ser percibidas en dicho cromatograma.
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3. - Extraccién de NO,/NO, en experimeantos biolGgicos.

Después de haber ajustado todo el proceso, tanto de estandarizacion como de
purificacién de las muestras requeridas; se procede con fas extracciones de medio de cullivo
incluyendo Ja mezcla de los iones: NO,, NO, y Br a diferentes concentraciones.

El madio de cultivo con el que se esta trabajando se utiliza en el cultivo de glomérulos,
los cuales producen dxido nitrico y éste se metaboliza a NO, y NO,. Por o tanto se hacen
extracciones de medio de cultive con glomérulos, medic de cultivo sin glomérules, en donde
se han agregado diferentes sustancias qie Pueden modificar la produccion de NO, y NO, en
los glomérulos. Estas soluciones posteriormente se extraen y se inyectan en el HPLC para la
respectiva lectura de los valores de NO,, NO,y Br.

3.a. - Experimentos que se utiliza la mezcla de NO, , NO, y Br con medic de cultivo sin
rojo de fenol.
En este experimento es importante determinar la variacion de fas concentracicnes de

los iones inyectados y presentados en el cromatograma, para esto se hace 1a dilucién de la
mezcla de NO,, NO; v Br, que el ion bromuro es el estadndar intemo, diluido con el medio de
cuitivo que se prepara sin rojo de fenol. El rojo de fenol (qus es un colorante que puede tener
el medio de cultivo) el cual provoca interferencia en la lectura las concentraciones de dichas
muesiras, por el colorante. Por eso se hacen diluciones con las siguientes concentraciones:
4.5, 7.5, 15, 30 nMol/1 mi, comparando las soluciones del medio de cultivo con rojo de fenol y
sin rojo de fenol

3.b. - Experimento con glomérulos en medio de cultivo.

Con el fin de comprobar la actividad glomerular en presencia de ciertas moléculas, que
modifican l2 produccion metabélica de nitritos y nitratos (NO/NQ,). Se hace una serie de
extracciones con la presencia de diferentes sustancias. A continuacion se presentan tres
experiment0s en las que las sustancias se abrevian como sigue:

Medio de cullivo (MC). Glomérulos (G). Arginina (Arg). L-Monometil-arginina (LMMA).
Lipopolisacéaridos (LPS). Acetilcolina (Ach). Endotelina (Et).




Experimento 1. -
Et cultivo de los glomérulos se dejé 48 horas con las sustancias que se indican a continuacién,
haciendo el trabajo por triplicado.

Tabla 3b.1.- Disefto del experimento con las siguientas moléculas. Medio de cultivo y glomérutos.

MC MC + LPS
MC+G MC*LPS+G
-MC + Ag -MC + Ach
MC+Ag+ G ‘MC + Ach + G
‘MC + LMMA

MC+LMMA + G MC + E1+ G

El medio de cuilivo (MC) es la prueba basal de todo el experimento, al poner los
glomérulos con e medio de cultivo, se espera que aumenle en pequefia proporcion la
produccién de NO. El MC con arginina es sustancia comparativa para la prueba del MC con
Arg. y glomérulos, el cual en éste debe de haber un aumento mas significativo, pues la
arginina es la molécula que se requiere para la produccion del NO por medio de los
glomérulos. La LMMA es inhibidor de la NOS impidiendo la sintesis de NO, por lo tanto la
prueba del MC mas LMMA es sustancia basal para MC més LMMA y glomérutos, en el que se
espera que haya una disminucién en 1a produccién del NO. El lipopolisacarido, la acetil colina
¥ la endotelina son estimulantes en la produccidn del NO por lo tanto se pretende comparar el
aumento de la sintesis del NO. ’
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Experimento 2, -

Eil siguiente experimenio se llev® acabo con las siguientes sustancias, (cada muestra por
triplicado). Fueron incubados 500,000 glomérulos en medio de cultivo con COz al 5 %, se dejé
en la incubadora durante 48 horas.

Tabla 3b.2 - Experimento 2 con las siguientes moléculas.

1.-MC 5 -MC + Et

2.-MC+G 6. -MC+El+G

3. -MC + LMMA 7.-MC + Et + LMMA
4-MC + LMMA + G 8.-MC + Et+ IMMA + G

Se pretende comparar la produccion del NO del inhibidor LMMA con el estimulante
endotelina tomando como basales el MC solo y con la respectiva sustancia sin los glomérulos.

Experimento 3. -
Este experimento se hizo con un millén de glomérulos cultivados en 48 horas. Con las
siguientes suslancias;

Tabta 3b.3.- Moléculas del experimento 3.

1. -MC 6.-MC + A23187 + G

2.-MC+G 7.-MC + A23187 + LMMA+ G
3.-MC+Ag+G 8.-MC + A23187 + Arg+ G ]
4.-MC + LMMA 9. -MC + A23187 + Arg + LMMA + G

5. -MC +LMMA + G

En éste experimento se pretende comparar la inhibicidn del LMMA con el icnoforo de
calcio A23187. Cual de los dos es predominante, y también comparado con la arginina que
tanto el A23187 come la Arg son estimulantes par la produccién det NO.
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3.c.- Determinacién de NO, y NQ, en orina de voluntarios sanos.

Se recolectt la orina de: pacientes sanos en un tiempo determinado, después de haber
ingerido una cantidad de proteinas, y posteriormente, determinar la elevacién en la produccién
de NQ, y NO, por el metabolismo renal. Haciendo el proceso de fillracion las muestras. El

orden es el siguiente;

Tebla 3¢.- Orden del experimento con [a muestra de onna.

AE EE FL GL GH IE

3.8 3,8 3,8 3,8 3.8 3.8 3,8 3,8

Nota: Las letras significa la identificacién del paciente y ios nimeros 3 y 8 es el numero durante el proceso de Ia
infusién de [as proteinas; en la muestra 3 es basal y la muestra B es donde se ha demostrado el aumento en ia
filtracién renal después de la infusién de aminoécidos.
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VIL-RESULTADOS

t.-  Resultados de la estandarizacién del método.

1.a.- Determinacion de iongitud de onda (1) adecuada para NO, y NO,,

Se hicieron varias lecturas a diferentes longitudes de onda de las soluciones
respectivas y se encontré que entre 200 a 250 nm hay una elevacion en la DO, encontrando la
longitud de onda mas apropiada de 214 nm, ya que a otras longitudes (200, 250, 300, 350) no
se puede determinar un pico maximo de' DO, y en ésta longilud de onda se obtuvieron en
espectro los resultados cqrres_,pondientes: {ver tabla y figuras 1a.1, 1a.2).

Tabla ta. Resuftados de las soluciones de NO2/MNO3, determinando la longitud de onda de las respectivas

concentraciones.
conc NaNO, po | NaNO, po
1M 0.042 0.016
100nM 0.024 0.016
500nM 0.026 - 0.020
1uM 0.035 0.028
10uM 0.043 0.060
25uM 0.136 0.141
SopM 0.300 0.261
100puM 0.619 0.494
005 4 -
0.04 fal - o
o 003 +—_""r\';-::;— - NaNO3 DO "
8 002 7 L. ._NaN02DO)|
0.01 '
0 +

Figura 1a.1 Gréfica de la determinacién de |a longitud de onda de las concentraciones 1, 100, 500nM.

1M 100 nM 500 nM

conc

—— i ]
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—6— NaNO3 DO I
L NaNG2DO

Figura 18.2.- Gréfica de |a determinacién de la longitud de onda de las concentraciones: 10, 25, 50, 100 uM.

1.b. Identificacién de interferencia de contaminantes.

Se cbtienen los resultados de fa interferencia de las sales que acompaian al NO, o

NO,, en el medio de cultivo. Esto se leyé en espectrofotdmetro UV, con las siguientes

concentraciones y resultados obtenidos en densidad dptica a 214 nm: (ver figuras 1b.1y 1b.2).
Qbservando los resullados se demuestra gue no hay interferencia que pudiera estar dada por
ia presencia de contraiones a Ja DO analizada.

Tabla 1b.- Resultados de las sales de NO2 /NOs leidos en espectrofotdmetro UV a densidad 6ptica de 214

nm.

CONC [LiINO,DO | AGNC.pO | NaNO;po | NaNO, po
nM 0.001 0.007 0.043 0.000
100nM | 0.005 0.005 0.035 0.016
500nM | 0.002 0.003 0.016 0.020
1M 0.001 0.001 0.026 0.011
10pM | 0.050 0.059 0.024 0.060
250M | 0.150 0.174 0.136 0.141
50uM | 0.301 0.346 0.300 0.261
100uM | 0.576 0.680 0.619 0.494
1mM 2.973 2.985 2.954 2.648




0.05 T ' ——‘
0.04 ) : -y ‘,UH'IM
Q 003 - bt - | 'O00nM l
0.02 B i 1 1 D500 nM
S ! —41 K . n

LiNO3 AgNO3 NaNO3 NaNO2
Do Do [o]e] Do

conc

Figura 1b.1.-Gréfica de |a interferencia de los contraiones qua pueden intervenir en la 1sctura.

Figura 1b.2.- Grifica de Ja continuacion de los valores de los contraiones estudiados.
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1c. Confiabilidad del agua HPL.C utilizada en el proceso.

Al comparar los cromatogramas de las diferentes fuentes de agua que ya se han
mencionado, se demuestra que ef agua de determinadas fuentes, tiene una variacidn en la
concentracién, un aumento en los picos del cromatograma, que se podrian considerar como la
presencia de nitratos. Sin embargo e} cromatograma en el que se obsefva una agua de
calidad HPLC (que es el agua que se utilliza para la preparacién de estandares, muestras y
fase movil, ésta agua es la que se pasa a través de osmosis inversa, un desionizador y
degasificada) es !a que no muestra contaminantes: (Cromatograma 1c). Se comprueba gue el
agua nombrada HPLC es confiable para el objetivo de nuestro trabajo.

Figura 1c¢.- Cromatograma que muestra la confiabiidad del agua HPLC utifizada en 1a filracidn. Se compara el agua
de diferentes fuentes: a) un desionizador, b} un Molli-Q-desionizador, cyun desionizador de osmosis inversa, d) agua
HPLC; las cuales presentan varnacion en concentracion de NOz y NOa,,
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1.d. Curva tipo.

Al pasar la muestra de NOJNO,/Br en diferentes concentraciones, se obtliene el
siguiente cromatograma (1e), el cual muestra en un orden, la elevacion de los picos conforme
aumenta la concentracién de las soluciones. En éste cromatograma aparecen los iones de:
cloruro (Cr), nitrito (NO,7), bromuro (Br), y nitrato (NO,) respectivamente. En la curva tipo se
observa una comelacion lineal de cada uno de los iones; por lo que {a medicion a través del

HPLC de NO2/NOs en una muestra acuosa es proporcional a la concentracion real de la
muesira,

| -
o
- th,
| MJL

T

2m 0w Ao a4 cm ;& a4
u 1E e

Figura 1d.-Cromatograma de los iones, nitrito, bromure y nitrato. Se observa el orden de la elevacion de los
picos conforme aumanta la cencentracién de las sciuciones. En éste cromatograma aparecen los iones de: cloruro,
nitrito, bromuro, nitrato, respectivamente.




2.-  Resultados de ia preparacién de las muestras biolégicas inyectadas en el HPLC,
2.a. Precfpitacion de protelnas por medios acidos.
Para eliminar dichas proteinas de la muestra, se precipitd con diferentes acidos: 4cido

acsético, acido perclérico (HCIO,), acetonitrilo, &cido clorhidrico (HCH). Con el &cido acético af
40%, las proteinas precipitan en baja proporcitn, y se necesita una concentracién alta para
que las proteinas sean eliminadas y con tal concentracion de 4cido la cofumna ne soporta una
maycr concentracion y quedaria inutilizada. Se inyecté al HPLC A4cido perclorico, la
concentracion del acido que se preparé, es tal, para que no afecte la columna, y por lo tanto
no es el suficiente para que precipiten las proteinas, ademds produce baja resclucion e
inestabilidad en la finea base, por consiguiente ésta posibilidad se descarta para eliminar
particulas y principalmente proteinas por medio de la acidez.{ver figura 2a).

Figura 2a.-Cromatograma de la precipitacién de proteinas por medio Acido. Para eliminar dichas proteinas
de fas muestras, se intentd precipitarias con diferantes tipos de Acidos:1.- écido acético,2 -Acido perclérico y 3.-acido
clorhidrito.
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2.b. Proceso de purificacién de NO,/NO, de muestras bioldgicas, por tamices
molecutires (Uf), por fase reversa (Sep-Pak).

Al comparar los cromatogramas: (Figuras: 2b1, 2b1.1, 2b1.2)), observamos que la
prueba del agua HPLC (HPLC) se encuentra pricticamente sin picos y se ve Ia ausencia de
NO; /NO; que a diferencia del cromatograma del ultra free (Uf) encontramos que tres picos
que podrian distorsionar en gran medida la concentracion de NO, /NO, en los resultados, pero
en el cromatograma (Cnf) comespondiente a la del agua procesada, enconiramos que esos
picos disminuyen en gran medida, sin que lleguen a alterar los resultados de las muestras
inyectadas en et HPLC.

Figura 2b1.-Cromatograma de la determinacion de contaminantes, en las membmnas utiizadas en el proceso.
Prueba del agua HPLC.
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Figura 2b1.1.- Agua filtrada a través del Ultra free. Se compara el cromatograma del agua HPLC sin tamizar, con el
cromatograma uf, el cual los picas disminuyen, sin que alteran los resultados de las muestras inyectadas en ef
HPLC.

ELF}

HhC

i

2

Figura 1b1.2.- Cromatogramas que se compara ef agua HPLC (PLC) agua pasada por todos fos filtros, observando
una pequefia diferencia en los picos, les cuales disminuyen en el agua procesada (Cnt).
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En la prueba para la eliminacién de NO, o NO; en los Sep-pak cartuchos C18, so
etiquetaron de la siguiente manera:

SP20 lavado con 20 mi de agua desionizada.

SP40 lavado con otros 20mi, en lotal 40m! de agua.
SP6O lavado con otros 20ml, en total 60ml de agua.
SP80 lavado con otros 20ml, en fotal 80ml de agua,
SP100 lavado con otros 20m), en lotal 100mi de agua.
SP120 tavado con otros 20ml, en total 120ml de agua.

Para determinar la cantidad de agua necesaria en la eliminacion de contaminantes, se
T obtuvieron los siguientes cromatogramas respectivos (ver Figuras: 2b2, 2b2.1, 2b2.2):

PR U T

Figura 2b2.-Cromatograma de la deteccion de contaminantes en Jos cartuchos Sep-Pak lavados con 20 a 80 ml de
agua HPLC.

- T 4 - 1 - b T T T T
L T ] T [T 5
m e am [ Lo ™ R P m Lm
WY w——— 1N b

Figuras 2b2.1. 2b2.2 - Cromatogramas de los lavades del Sep-Pak con 40 8 100 y con $00a 120mi de agua HPLC
respectivamente.

Se observa que con 120 ml de agua, queda e! cartucho libre de contaminantes y se decide
lavar el Sep-pak cartuchos C18 con 120 mi de agua HPLC.
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2.c, Deteccion de proteinas en el proceso de purificacién por filtracién,

Tomando como referencia la curva de determinacién de proteinas, comparamos las
muestras a cada paso de filtrado para observar cémo disminuye la concentracion de proteinas
y péplidos, conforme van pasando a través de los filtros. y esto indica que puede ser confiable
la solucidn final y por o 1anto fue posible inyectartas en el HPLC.

Se hizo una curva de concentracién de proteinas en un medio de cultivo y plasma, para la
purificacién de muestras se utilizd el método de Bradford a dferentes concentraciones y se
ley6 en el espectrofotémetro vis obteniéndose los siguientes resultados:

AP B (La lectura se hace por duplicado). volumen 1 y 2, el resultado de la DO. (Ver figuras
2c.1,2c.2)

Tablas 2c.1 y 2c.2: Resultados de las muestras que llevaron un proceso da filtradg, para identificar la
eliminacién de ias proteinas. En éstos resultados se observa que al ir pasando la muestra a los filtros
correspondientes, si se van eliminando las proteinas, y péptidos posibles, hasia quedar eliminados. MC = Medio de
cultivo, S = Suerc, Fn = Filtro negro, Sp = Sep-Pak, Fr = Filtro rojo.

Conc. yg/ml DO1 D02 prom

0 0.008 [02770 |0

10 05440 | 06140 | 0.5790

20 0.7800 | 0.7400 | 0.7600

40 0.8730 |[068930 | 0.8830

80 0.9980 | 1.0160 1.0070

100 1.0420 | 1.0440 1.0430
JMC+S — .89 0.914
{ MC+S+Fn 0.3420 0.3680 0.355
|MC+S+Fn+Sp — 0.02 0.0200
[MC+S+En+Sp+Fr 0.030  [0.0210 0.022
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Figura 2¢.1.- Grafica de la curva tipo para la identificacién de proteinas,
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Figura 2¢ 2.-Grafica de la identificacidn de particulas protéicas locafizados en los filtros utilizados.

48



2.d. Interferencia del ion cloruro (Cl7) con NOy INO,.

Como se observé en el cromatograma (24.0), el pico negativo del ion cloruro enmascara at i6n
nitrito, por lo que decidimos inyectar la mezcla a molaridades diferentes de fase movil
(cromatogrédma 2d) obtenfendo diferentes cromatogramas en los que los picos inversos del ion
cloruro (CI) se van recomiendo, y gracias a éste desplazamiento de los picos, se va
percibiendo el pico del ién nitrito NO,, que se encontraba enmascarado por el pico del ion

cloruro (CI). Aungque no se observa una resolucién clara entre et Ck y NO,, encontramos que
ta molaridad optima es 1.8 mM (cromatogrdma 2d.1} y decidimos para eliminar el
enmascaramiento, diluir ias muestras biolégicas 1:10.

.

Q.0 G2 U4 DM 630 100 LXK L.
» 107 niruies

Figura 2d.0.-Inferferencia del ion cloruro. Se observa un pico negativo del ion cloruro, el cual enmascara al ion nitrito
¥ no es posibla ver con veracidad &l pico del lon en cusestién.
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Flgura 2d.-Fase mévil a diferente molaridad. Se hicieron soluciones de fase mdvil a diferentes concentraciones para
identificar en cuat no se presenta el enmascaramiento del ion clonuro. Se presentan dichas pruebas.
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Figura 2¢.1 -Fase movil con la concentracién de 1.8 nM diluida 1a muestra 1:10. Con ésta concentracion de la fase
mdvil, se puede perciblr log picas de los metabolitos problema con el hundimiento del ion clorure sin enmascarar.
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3. —Resultados de la extracclon de NO/NO, en experimentos biolbgicos.
3a. Resultados de la mezcla de NQ, , NO; y Br con medio de cultivo sin rojo de fenol.

En éste experimento se observa dicha curva como tal la cual aumenta el pico

conforme la concenfracién, es mayor, es facil de percibir todos los picos de cada
concentracién de Ja mas diluida a la mas concentrada.
Se trabaj6 con diferentes medios de cuftivo, uno con rojo de fenol y ofro sin rojo de fenol,
comparando los resultados, (ver cromatograma 3aCRF: medio de cuitivo con rojo de fenol; y
3aSRF: medio de cultivo sin rojo de fenol). Se observa que si interfiere ef rojo de fenol en las
sustancias a medir, comparado con el cromatograma, el cual, las disoluciones tienen rojo de
fenol; hay una variacién en los picos de la curva sin rojo de fenol, los picos indican cantidades
constantes y definidas de los iones NO/NO, y en fa curva tipo de la dilucién del medio de
cuftivo con rojo de fenol, se encuentran mucho mas picos, lo cual indica que a parte de ia gran
cantidad de NOJ/NOQ,;, estan presentes otros iones no identificados. Por lo tanto en medio de
cultivo, no debe contener rojo de fenol para evitar interferencia espectrofotométrica en la
determinacién de los metabolitos.

Jn CRF

Figura 3a.CRF.-Medio de cultivo con rojo de fencl. Hay una gran variacién en los picoa de la curva, [o cual indica una
cantidad muy pequefia de los iones nilrito y nitrate, y en la curva tipo de la dilucidn del medio de cultivo con rojo de
fenol, se encuentran otros picos, indicando que estan presentes otros lones no identificados.
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Figura 3a.SRF .-Medio de cultivo sin rojo de fenol. Se hace la comparacién con el medio do cultivo con rojo de fenol,
encontrando la diferencia en 1a cantidad de picos, el cual indica que ¢l medio de cultive sin rojo de fenol es el mas
indicado para nuestro objetivo

3.b. Experimento de extraccién del medio de cultivo con glomérulos.

Con los experimentos realizados, en los cuales, se procesaron diferentes lipos de
sustancias con las que se compara y comprueba la actividad de dichas sustancias: Medio de
cultivo con glomérulos, inyectado en el Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) y
leido en el cromatograma. Considerando el valor de conversion que es de 1 pvolt = 1 uDO.
Extrapeolando contra ia concentracidn, se obtuvieron los siguientes resultados de cada
experimento,

PRI
»
3
[ V.

Figura 3b.-Experimento de extraccion de ta mezcla de NOZNOIYBr- en medio de cultivo.




3b.experimento 1.

Con los resultados obtenidos en las graficas se percibe que el medio de cultivo aun sin los
glomeérulos, hay una cierta cantidad de NO,/NO,, y cuando en {a muestra se encuentran los
glomérulos, se nota una elevacion, la cual indica que los gromérulos son capaces de producir
NO/NO,, y aiin mds, cuando éste medio de cultivo se le adiciona Arginina, hay una elevacién
en la produccién de NQ; /NO,, elevandose aun mas cuando €l medio de cullivo esta con
glomérulos y actuando la arginina; y sin embargo, cuando éstos glomérulos se encuentran con
LNMMA que es un inhibidor -de la actividad de la -Arginina, se observa una baja en la
produccion de los NO, /NO,. No varia fa produccién al estar [os glomérufos 0 no. Los
lipopolisacaridos LPS con el medio de cultivo no se aprecia modificacion, esta igua!l que el
medio de cultivo con los glomérulos, (siendo ésta, [a prueba basal del experimento). Pero se
puede observar una elevacién de los LPS al agregarie tos glomérulos (factor importante para
la produccitn de los NQ, /NO;). La acetil colina con el medio de cultivo se ve aumentada la
produccién cuando tiene los glomérulos y se observa que aumenta la concentracion de conla
molécula endolelina (Et) y los glomérulos. (ver graficas 3b.1.y 3b1.1 y cromatograma 3b.1)

A=

q

T ITT

T -
e (] EL ] (1 [E] m o (EL]

Figura 3b.1.-Experimentol Medio de cultivo con y sin glomérulos, e le adicionan oiras moléculas tales como
arginina, LNMMA y LPS.
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Tabla 3b.1.- Resuttados del axperimento 1. Medio de cultivo con gloménidos y diferentes moléculas.

Clave NO, nMol/mi NOjy nmovmi NOAMNOaguon
MC 72 166 238
MC + G 78.33 206.66 284.99
MC + Arg 140.66 310 450
MC +Arg+ G 143,66 31 454
MC + LMMA 114.66 195 309.66
MC + LMMA + G 116 197.33 313.33
MC + LPS 17 158 275
MC +LPS+G 148 428 384
MC + Ach 134 205 339
MC + Ach+ G 134 293 427
MC+Et+G 152 1703 3223
350 —
300 in .

250 o _ .

E 200 —H G NO2 nMol/m

T 150 - el DONO3 nMoliml

| 1001 -
==
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Figura 3b.1.-Gréfica de los resultados de la identificacién de NO2/NQ3, en medio de cultive con y sin glomérulos,
adicionandole otras sustancias.
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Figura 3b1.1.-Gréfica del experimento 1 con la suma de los resultados de NO2/NO3.

3b.Experimento. - 2.

Tahia 3b.2 Resultados del experimento 2. Muestras del medio de cultivo con otras varantes.

Clave NO: amevmi | NO3 ot NONO,
1.-MC 127 312 439
2.-MC+G 188 480 575
3. -MC + LMNNA, 126 312 438
4.-MC + LMMNA + G 122 386 508
5. -MC + Et 158 B 539
6.-MC +Et+ G 111 357 468
7. -MC + Et + LMMNA 106 294 400
8. -MC +Et + LMMNA + G 115 296 411

85



,‘_ 600 ]I
500 _

_ 400 - i

S 300 - NO2 nMolimi

® 200 1L ]| [5NO3 Mol

; 100 11} —,'TP |

W« *"G‘pfﬁ,@"e “'eﬁ}:e"’}fp

Figuraldb.2.-Gréfica da los resultados det experimento 2 indicando los valores de NO2/NO3 por separado.
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Figura 3b.2.1.-grafica de los resultados del experimento 2 con la suma de fos metabolitos,




La prusha del medio de cultivo solo y la del medio de cultivo con glomérnulos, son los
basales, los cuales se hace la comparacidn para las deméas pruebas con {as determinadas
moléculas a comparar. La produccion del inhibidor LNMMA, es muy similar a la del medio de
cultivo sclo por lo que se podria decir que no hay considerable produccion de NO; /NO;, Pero se
nota una elevacién en presencia de los glomérulos, no la misma que si se compara con la del
medio de cultive y glomérulos, La endotelina hace que aumente la produccion de NO, /NO,, la
cual es inhibida su actividad por fa accién de la LNMMA gque aumenila muy poco con g
presencia de los glomérulos. (ver las figuras de 1as graficas y el cromatograma 3b.2).

nr
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Figura 3b.2.- Cromatograma del experimento 2. En el medio de cultivo hay més nitritos que nitratos, al agregarle los
glomérulos aumenta la concentracidn de nitritos y disminuyen los nitratos. L a molécula LMMNA hace que halla una
disminucion en la produccién de nitritos y nitratos a pesar de la presencia de glomeérulos, sigue siendo una baja
concentracidn.
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3b.Experimento. - 3.

Como ya se sabe, la Argining impulsa [a produccién de NO, . La LNMMA en ausencia de
glomérulos, no tiene afteracién en la disminucion de Ia sintesis de NO, /NO,. Los glomérulos
con la molécula A23187 hay una alta concentracion de NQy/NO, , esto indica que se acelera el
metabolismo del NO; gue la aclividad de ésta molécula puede ser inhibida por la EMMNA.
Cuando se le agregan a los glomérulos ias dos motéculas que producen NO {A23187 y
Arginina), hay una interaccién que impide la produccién total de NO, la cual tampoco puede
ser inhibida en gran parte por la LMMNA. {ver grifica 3b.3 y cromatograma 3b.3).

w1
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Figura 3b.3.-Cromatograma del experimento 3. Los glomérulos con la molécuia A23187 aumenta la concentracién de
nitratos y muy poco de nitritos, esto indica que se acelera el metabolismo del éxido nitrico hasta nitrato; que la
actividad de 8sta molécuta puede ser inhibida por la EMMNA,




Tabla 2b.3 Resultados del experimentc 3. Medio de cultivo, tomando en cuenta otros compuestos, pam su

compxaracion.
A continuacién el significado de las abreviaciones:Medio de cultive (MC). Glemérulos (G). Arginina (Amg). L-
Monometi-arginina (LMMA). LPS. Acetilcolina (Ach). Endoteling (Et).

Clave NO2 nMoumi NO3 nMotmi NO2NO3 rMotmi
MC 136 245 381

MC+G 214 242 456
MC+Amg+ G 138 861 1097

MC + LMMA 125 485 610

MC + LMMA + G 263 842 905

MC + A23187 + G 430 © [ 1493 1923

MC + A23187 + LMMA + G 220 563 783

MC + A23187 + Arg + G 840 867 1507

MC + A23187 + Arg + LMMA + G 610 800 1410

Medio de cultivo, tomando en cuenta ctros compuestos, para su comparacion.

A continuacitn el significade de las abraviaciones.
Medio de cultivo (MC). Glomérulos (G). Arginina (Arg). L-Monometil-arginina (LMMA). LPS. Aceticolina

{Ach). Endotalina (Et).
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Figura 3b3.-Gréfica de los resultados del experimento 3, donde los metabolitos estan por separados.
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3.c. Determinacién de NO2/NOs en orina de voluntarios sanos.
Resultados de la determinaciéon de NO2/NOs en orina de voluntarios sanos, después
de la infusién de proleinas a diferentes tiempos. Los resultados se presentan en volt y

concentracién: pDO (ver figuras: 3c.1, 3c.2, 3¢.3)

Tabla 3c. Resulttados de la determinacion de NO2/NO3 en orina.

Clave NO, NGO, NO, NGO,
uDO pbDO nMolim| nMel/m|
AB-3 4030 98789 15.13 - an
AB-8 81392 20177 180.16 646
AE-3 7633 97425 58 736
AE-8 262752 393480 | 496 742
EE-3 14762 50357 264 901
EE-8 93114 112483 {1023 1236
FL-3 9886 49852 108 548
FL-8 183635 18248 1006 1338
GJ-3 25634 67770 107 282
GJ-8 38267 221025 | 119 687
GH-3 20196 8227 306 314
GH-8 379048 309388 | 675 551
IE-3 13791 35381 175 450
IE-B 13562 33374 267 613

Dentro del proceso de infusién de fas proteinas, se aprecia una concentracidn considerable de
NO,/NO, siendo NO, la mas alta. Y en la siguiente toma de muestra, se observa el aumento
en Iz filtracion renal de NOJ/NO, donde las concentraciones de NO./NC, son casi al mismo
nivel de concentracion, siendo ain mas alta la de NO,.

Nota: Las letras significan la identificacidn del paciente y 103 ndmeros 3 y 8 es el nimero duranie el proceso de fa
infusién de las proteinas; en la muestra 3 es basal y |a muestra B es donde se ha demostrado ¢! aumenio en la
filttracidn renat despuds de la infusidn de aminodcidos.
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Figura 3¢.1-Gréfica de la determinacion del metabolito NO2 en orina de voluntarios sanos.
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Figura 3¢.2-Gréfica de la detemminaclién del matabolito NO2 en orina de voluntarios sanos.
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Figura 3¢.3.- Grafica de ta detenminacién de los metabolitos del NO (NCa/NOZ} en orina de voluntarios sanos leida
an nMal/ml.
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Viit.- DISCUSION.

La medicién de NO en muestras biclégicas, es importante. Los métodos establecidos
previamente, son complejos e inexactos, debide a la inestabilidad del NO por lo que fa
medicién de sus metabolitos secundarios, nos acerca a la realidad o a la determinacién de la
concentracion reat del NO.

En tos métodos direclos para I3 medicin del NO, encontramos el de
quimioluminiscencia el cual, su sensibilidad es muy alta, pero tiene un inconveniente de que;
al acidificar las muestras, que contienen NO2/NO3, estas deben reducirse 2 NO y esto afecta a
la exactitud de los resultados. Podemos mencionar otro gran problema, que para su
calibracién se requieren tanques con NO puro y hacer diluciones de esta, haciéndolo peligroso
y dificil de calibrar. Otro métedo de medicidn directa es en el que se utitiza un microelectrédo
gue tiene la mas alta sensibilidad ( 10 - ), ademas con éste se puede medir directamente la
produccién de NO in situ, teniendo el principal problema, es el costo y la calibracion del
sistema, gque tiene el mismo inconveniente, que el método de quimicluminiscencia, que es
peligroso y dificil de calibrar.

En cuanto a los métodos indirectos, que miden principalmente NOz pero no NO3, por
lo que en todos estos métodos hay que reducirfos a NO:z con el uso de métodos quimices (la
reduccién con cadmio cruprisado), métodos encimaticos (nitrato reductasa con NADPH) que
son caros.

Dada la dificullad para medir NO directamente, desidimos medir metabolitos secundarios
(NO2/NOs) del NO y la dificultad de medir en un solo paso los NO2NOs ,nos dimos a la tarea
de buscar un método que nos permitiera medir a los NO2/NOs de forma simultanea y
encontramos en [a literatura que la comisién de agua de USA, tiene entre sus protocolos en el
andlisis de pureza de agua, la medicién de NO:z utilizando HPLC y de forma reciente,
comercialmente aparecié en el mercade una columna (para e HPLC), que nos permitié
separar en una sola comrida NOz de NOs, y a 214 nm, dar una tectura en la cual soto absorbe
éstos analitos y ésto nos permite calcular |a concentracién de estos. Aunque el punto mas
critico {como en cualquier metodologia en el HPLC), es el proceso mediante el cual, nosotros
extraemos el analito que queremos medir de la muestra biolégica, entonces el punto mas
importante de nuestro trabajo, fue estandarizar esta metodologia bajo Jas condiciones det
laboraterio, entre ellas la calidad del agua que ulilizamos, los métodos tradicionales para
desproteinizar (precipitacion con acidos) y la calidad de ios filtros, tamices moleculares y Sep-
Pak. Todos éstos, como se observé contenian en cierta proporcién NO2/NO3 que afectaban la
exactitud de nuestra medicién, por lo tanto, parte de nuesiro trabajo fue estandarizar el
método para eliminar estos contaminantes. Pero ya estandarizade el método, demostramos
que con muestras biol¢gicas, es posible determinar los metabolitos secundarios, tales como
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medio de cultivo y orina. Revisando literatura mas reciente, se encontrd una referencia de
1997 donde hablan de la comparacién de los métodos ya establecidos sin ninguna nueva
metodologia para medir NO o metabolitos secundarios (NO2, NO,). El otro articulo habla de la
posibilidad de medir NO de una manera también indirecta, la cual es utilizando el HPLC para
determinar la presencia de moléculas relacionadas con la actividad del NO como son: L-
Hidroxiarginina, L-arginina, L-monometilarginina, L-dimetilarginina, en muestras de suero
humano, desaforiunadamente algunas de estas son inestables

IX CONCLUSION.

s El objetivo de estandarizar un método para la determinacién de NO por HPLC se
cumplié, ya que se identificaron metabolitos secundarios de! NO. Esto conlleva a realizar un
nuevo protocolo para ia purificacion de las muestras biolégicas de nuestro interés que se van
a inyectar al HPLC. Por lo tanto, esta muestras deben quedar desproleinizadas, es decir,
libres de proteinas, péptidos, particulas, contraiones o cualquier ofro contaminante. Los
molivos son, que el NC es muy inestable y por eso se tendria que reducir ; en nuestro trabajo
no hay necesidad de esto, pero para gue sea inyectada la muestra a Ia columna del HPLC,
debe estar libre de todo contaminante y no haber sido acidificada; éste propésito se logrd,
gracias a los filtros utlilizados, los cuales se le probd su calidad y pureza o se hizo que
cumplieran con los requisitos necesarios.

Posteriormente se demuestra la veracidad del método evaluando, la produccion del
NO en los gloménulos cultivados, de los cuales se mide en medio de cultivo con diferentes
moléculas que modifican la produccién de! NO, obteniendo los resultados esperados. También
comparamos el incremento del NO al infundires una solucion con aminodcidos a voluntarios
sanos, midiendo la orina y observamos que después de infundir una. solucién con
aminoacidos, aumenta la filtracién renal debido al incremento de NO que se refleja en una
mayor generacion de NO en la octava muestra después de la infusién de aminodcidos. De
forma general, podemos decir que éste métode s uno de los mejores para medir metabolitos
secundarios del NG en muestras bioldgicas.

Este método es sencillo, no hay necesidad de utilizar demasiadas soluciones, ni tantos
pasos o aparalos; es seguro , no hay riesgos por alguna solucién, un tipo de gas o aparato, es
muy sensible, exacto, preciso y selectivo. El HPLC con su determinada columna, nos da los
valores esperados y confiables. Por lo pedemos medir melabolitos eslables (NO., NOs)
simultineamente sin tener que reducirios.
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