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Resimen de la tesis:

Durante los ultimos afos se ha identificado el surgimiento
acelerado de patogenos resistentes a los antibidticos existentes
y de Ultima generacion. Por lo tanto, la blisqueda de nuevos
medicamentos resulta una actividad de gran importancia en la
industria farmacéutica y laboratorios de investigacion.

Mediante técnicas convencionales, dicha tarea puede consumir
mucho tiempo y reactivos que en conjunto generan costos muy
elevados.En particular, el estudio de productos naturales resulta un
gran desafio, debido a que involucra la purificacion e identificacion
minuciosa de las moléculas con actividad biologica presentes en la
complicada matriz del extracto natural crudo.

A pesar de ello, los productos naturales son la fuente de una gran
variedad de nuevos medicamentos, los cuales, en muchos casos,
presentan nuevos andamiajes moleculares dificiles o imposibles
de encontrar en bibliotecas sintéticas de compuestos. Por lo
tanto, el desarrollo de nuevas técnicas de analisis que aceleren y
automaticen la identificacion de productos naturales con alguna
actividad bioldgica relevante resulta una labor urgente y muy
importante en los laboratorios de investigacién y la industria
farmacéutica.

En este trabajo se describe la fabricacion y el funcionamiento de
un dispositivo miniaturizado acoplado a un equipo HPLC, capaz
de llevar a acabo ensayos enzimaticos por fluorescencia para
identificar aquellos picos cromatograficos de un extracto natural
crudo con actividad inhibitoria de una enzima objetivo para el
tratamiento de alguna enfermedad.

Para ello, se utilizé la técnica de microfluidica basada en microgotas,
esta permitié encapsular disoluciones de enzima, de un sustrato
fluorogénico y los compuestos ya separados provenientes del
HPLC en gotas de fase acuosa con volumenes de nanolitros.
Haciendo uso de este sistema se logré determinar la cinética de
la reaccion que puede llevar a cabo la enzima neuraminidasa de
Clostridium perfringens, un tipo de enzima que tiene un papel
muy importante en diferentes padecimientos de origen bacterial
y viral. Asi mismo, fue posible identificar y discriminar picos
cromatograficos del extracto natural de la raiz de Pelorgonium
sidoides con actividad inhibitoria de la reaccion enzimatica en
estudio.

La técnica desarrollada en esta tesis permite llevar a cabo ensayos
enzimaticos de manera automatizada en un tiempo corto de
analisis y reduce drasticamente el consumo de los reactivos para
los ensayos. Asi mismo, el trabajo representa un avance en la
miniaturizacion de los analisis de productos naturales enfocados
en identificar nuevos compuestos con actividad bioldgica.

La tesis ha dado lugar a una publicacion en la revista Analytical
Chemistry (Factor de Impacto: 5.886) con el nombre Detection
of enzyme inhibitors in crude natural extracts using droplet-based
microfluidics coupled to HPLC, la cual fue publicada el 4 de abril del
afio en curso. DOI: 10.1021/acs.analchem.6b04988.




