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'll.l5Ufl1lli 

La Met-encefalina y la Leu-encefalina son dos péptidos 
opioides que juegan un importante papel en los mecanismos 

del dolor y en la conducta emocional. 
Los escasos trabajos que se han realizado para su es

tudio en crustáceos, han predominado los métodos inmunoci

toquírnicos, que presentan la desventaja de tener reacciones 
interferentes, afectando la especificidad. 

Es necesario tener una mayor exactitud y precisi6n, 

por lo que se desarrolló un método por Cromatografía Liqui
da de Alta Resolución con detector de fluorescencia, utili

zando una columna NOVA PAK C 18 (150 x 3.9 mm o.I.). 

Se realizó un estudio de las condiciones cromatográf i
cas óptimas para su detección con fluorescencia,a una lon

gitud de onda de excitaci6n y de emisi6n de 254 y 338 nm 
respectivamente para su determinaci6n sin derivar, y de 395 

y 450 nm derivadas con fluorescamina. 
La fase m6vil empleada para su detecci6n sin derivar 

es: agua: acetoni tri lo: tetrahid·rofurano ( 7. 6: 1. 2: 1. 2) a un 

flujo de 0.5 ml/min. La cantidad mínima detectada bajo es
tas condiciones es de 325.916 ng. 

La fase móvil para su análisis con derivaci6n preco

lumna con fluorescarnina es: agua:rnctano1:acctonitri10 (3.0: 

1.5:2.0) en condiciones isocráticas y un flujo de 0.35 ml/ 

min. La cantidad mínima detectada es de 0.6211 ng. 

Esté método puede ser utilizado para la identiricaci6n 
y cuantificación de estos compuestos en el sistema nervioso 

del crustáceo Procambarus clarkii. 
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l. IN 7 no D u e e I o N 

Un descubrimiento fundamental en el desarrollo de la 

Neurobiología fué la identificación de las encefalinas, 

realizada por J. Hughes y H.W. Kosterlitz en el año de 1975 

Se había establecido con anterioridad la existencia de 

un receptor específico para la m~rfina (38) , en las zonas 

del sistema nervioso que integran la percepción dolorosa. 

Por otra parte, la analgesia que se producía como consecuen 
cia de la estimulación eléctrica del tronco cerebral en la 

rata podía ser parcialmente revertida por el antagonista 

opiáceo naloxona (2). Siguiendo un razonamiento lógico, el 

organismo habría de poseer su propio agonista para aquel 

receptor que respondía a la acción de un alcaloide de ori

gen vegetal. El aislamiento, determinación de la estructura 

y síntesis de este ligando fueron realizados por J. Hughes 

~ H.W. Koster1itz {18), utilizando el bioensayo de conducto 

deferente de rat6n, demostraron que una fracción determina

da de un extracto procedente de un homegenizado de cerebro 

porcino, era capaz de bloquear de manera reversible por 

naloxona las contracciones inducidas por estimulación eléc

trica de1 órgano ais1ado. Una vez aislado el principio 

activo de aquella preparación, se puso de manifiesto que, 

sorprendentemente eran dos las sustancias causantes del 

efecto inhibitorio, y que, además, su estructura química 

era de naturaleza peptÍdica {18): 

Tir-Gli-Gli-Fen-Met Metionina-encefalina 

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu Leucina-encefalina 
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Es de gran interés, el saber que toda la estructura de 

la Metionina-encefalina está contenida en los residuos 

61-65 de la hormona beta-lipotropina (beta-LPH), un poli

péptido de 91 aminoácidos, aislada de la glándula pituita
r{a, por Li en el año de 1964; este hal1azgo llevó al des

cubrimiento de tres grandes péptidos con actividad opioide; 

todos representados en 1a secuencia de la beta-LPH: al~a
endorfina (beta-LPH61 _76 ), beta-endorfina (beta-LPH61 _ 91 l 
y gamma-endorfina (beta-LPH61 _77 ) (4,7,14 y 27). 

La beta-endorfina, fragmento e-terminal de 31 aminoá

cidos de la beta-LPH, es el más importante de este grupo de 
péptidos opioides; la alfa y gamma-endorfina también poseen 

cierta actividad opiácea pero aún no se sabe s{ existen 
como tales en forma natural o s{ son productos de degrada

ción de la beta-endorfina originados en e1 proceso de 

aislamiento y purificaci6n (42). 
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Se sabe que la mayoría de los péptidos biológicamente 

activos derivan del procesamiento post-translacional de 
precursores proteícos de gran tamaño. La fragmentación del 

precursor implica rotura a nivel de determinados enlaces 

que vienen determinados por la propia conformación y por la 

existencia de parajes de aminoácidos básicos (por ejemplo; 
Lis-Lis, Arg-Lis, etc.) que flanquean ambos lados de la se

cuencia activa. Enzimas del tipo de la tripsina y otros 

como la carboxipeptidasa B, fragmentan la molécula por 

~taque secuenciado, originando péptidos intermedios .hasta 
conseguir aislar la secuencia activa. Así es como se han 
ido obteniendo péptidos con propiedades opiáceas, de mayor 

tamaño que la Metionina-encefalina (ME) y la Leucina

encefalina (LE), aunque siempre contienen en su interior 
·una o varias secuencias de estos pentapéptidos; por ejemplo, 
la beta-endorfina, la dinorfina 1-17, el péptido E, etc. 

Se piensa en la actualidad que todos los péptidos 

opiáceos endógenos aislados hasta ahora pertenecen a una de 
estas tres familias de péptidos (17): a) la pro-encefalina 

A, precursora de la Metionina-encefalina, Leucina-encefali
na y otros péptidos; b) la pro-encefalina B, precursora 

tanto de la Leucina-encefalina como de la dinorfina; e) la 

pro-opiomelanocortina, precursora de la beta-endorfina, 
ACTH, MSH y otros péptidos. La característica común de los 

péptidos precursores es la de pose~r de manera .repetida 

ciertas secuencias de aminoácidos a lo largo de la estruc
tura: la pro-encefalina A contiene seis copias de ME y una 
de LE, la pro-encefalina B tiene tres copias de LE, y la 

pro-opiomelanocortina posee tres secuencias de MSH (fig. 1) 
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Representación esquemática de la pro-encefalina A de 
buey, pro-encefalina B de cerdo, y pro-opiomelanocortina de 
buey ( 17). 
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Estudios inicia1es efectuados por J.Hughes pusieron de 

manifiesto que 1as encefalinas derivan de proteínas sinte

tizadas a nivel de ribosoma (49). Pero conviene aclarar que, 

a pesar de que ia secuencia de ME está inéluida en la beta

endorf ina, la cual a su vez es parte de la beta-llpotropina, 

existen datos inmunoquímicos e inmunohistoquímicos que de

muestran que las encefalinas y l~s endorfinas están presen

tes y son sintetizadas en sistemas neuronales diferentes. 

Lewis y col. (25) fueron los primeros en demostrar la exis

tencia en el músculo estriado de buey, moléculas proteicas 

de elevado peso molecular que, tras degradación enzimática, 

iiberan encefalinas. Este resultado fué confirmado en el 

músculo estriado de cobaya (3), en donde se aislaron cinco 

proteínas de pesos moleculares de: 95 K, 65 K, 38 K, 22 K y 

10 K, mediante cromatografía en gel de poliacrilamida~ to

das ellas presentan inrnunoreactividad a LE. Estos datos 

indican la existencia de diferentes pasos en la transforma

ción del precursor inicial (95 K) hasta llegar al producto 

final, las encefalinas. 

El sistema de pro-encefalina A ha sido estudiado en 

las células cromafines de la médula suprarrenal, que lo 

contiene en gran cantidad, aunque también se encuentra en 

el sistema nervioso central y en el intestino. La pro

encefalina A puede originar cu~tro copias de ME, una de LE 

y una de las dos Met-encefalina alargadas: e1 heptapéptido 

Met-encefalina-Arg6-Fen7 , y el octapéptido Met-encefalina
Arg6-G1i7-Leu8 (fig. l). Todas ellas tienen actividad opiá

cea, e incluso el heptapéptido es más activo que la Met

encefalina. Además de la pro-encefalina A, se han aislado 

varios péptidos intermedios que contienen en su interior 

una o más secuencias de encefalinas: el péptido F (33 ami-
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noácidos) contiene una molécula de ME en el lado N-terminal 

y otra en el e-terminal; el péptido E (25 aminoácidos) con

tiene una molécula de ME en su comienzo y otra de LE en su 

terminación (22). Además, en la suprarenal de buey se ais

laron tres péptidos intermedios (BAM-P), de 12, 20 y 22 

aminoácidos, los cuales presentaban una molécula de ME en 

su comienzo; todos ellos pueden ser considerados fragmentos 

pertenecientes al péptido E, del cual se desprenden por 

enzimas no tripsinicos, puesto que se dividen en enlaces 

que no pertenecen a pares de aminoácidos básicos. 

El sistema pro-encefalina B, estudiado en el cerdo 

principalmente, contiene 256 aminoácidos, y en su estructu

ra se distinguen tres secuencias de Leu-encefalina. Los 

péptidos intermedios aislados pertenecen a dos series: en 

la de la alfa-neoendorfina la LE es extendida por su termi

nal C y en la serie dinorfina, existen varios péptidos 

intermedios todos ellos sobre la base de extender la LE por 

su terminal C: la dinorfina 1-B, la dinorfina 1-17 ó dinor

fina A y a la rimorfina ó dinorfina B. 

1.2 locaLi¡acLón V funcLone~ de ence{aLLna~ en c~uA~áceoA 

Las neuronas secretoras liberan a la circulación sus

tancias biológicamente activas, generalmente péptidos,por 

lo cual,suele conoc~rseles como neuronas peptidérgicas. 

El término neurohormona se utiliza conforme a la defi

nición convencional de hormona, un mediador químico único o 

mensajero, producido por un grupo específico de células, y 

llevado por vía sanguínea a los órganos blancos (28). 

Definiremos a un neurotransmisor como una sustancia 

que transporta información de una neurona a otra adyacente 
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por contacto sináptico. La acción de liberación es corta, 

provocando una respuesta rápida a cambios del medio (28). 

Un neuromodulador es considerado como una sustancia 
liberada de algún tipo de célula que altera la excitabili

dad de la neurona y así modula la liberación o acción del 
neurotransmisor (28). 

Las características rnorf ológicas propuestas por 
Scharrer y Scharrer (46) para considerar a una célula ner

viosa como secretora siguen siendo válidas en la mayoría de 
los casos. Uno de estos criterios es: las células neurose

cretoras son amielínicas, no establecen sinapsis con otras 

células nerviosas u órganos efectores y sus terminales 
están en contacto íntimo con senos venosos o capilares, 

formando estructuras especializadas llamadas órganos neu

rohemales; como la neurohip6fisis de los vertebrados, la 
glándula sinusal de los crustáceos y el corpus cardiacum de 

los insectos. Estas estructuras son sitios de almacenamien
to desde los cuales se liberan a la circulación las sustan

cias con actividad biológica. 

Con el advenimiento de las técnicas inmunocitoquímicas 
durante la Última década, ha sido posible identificar no 

sólo la naturaleza pept!dica de una neurona 

es el péptido que contiene. Mediante esta 
identificado y localizado las encefalinas 
nervioso de invertebrados (5,30 ·y 41). 

dada,sino cual 
técnica se ha 

en el sistema 

Con respecto a los crustáceos Mancillas y col. (29), 
observaron la presencia de Leu-ence.falina inmunoreactiva 

en tallo ocular de langosta Panalirus interruptus en los 

fotoreceptores primarios de la célula reticu1ar y en las 
fibras que pasan en dirección centrífuga de la médula ter

minal, y termina en las fibras de la médula interna. La d_g, 

tecci6n de ias encefalinas en la célula reticular sugiere un 
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posible pape1 como neurotransmisor para 1as encefalinas 

o péptidos estrechamente relacionados, con los fotorecepto

res primarios de1 ta1lo ocular de langosta. 

Posteriormente Fingerman y col. (12) y Jaros y col. 

(21), en otra especie de crustáceo, localizaron Leu-encefa

lina y Met-encefalina en las terminales axonales de la 
glándula sinusal, lo cual puede sugerir que estos péptidos 

no solamente presentan una función como moduladores de la-

1 i beración de productos de neurosecreción de otros axones 
(neuromoduladores/neurotransmisores) sino que también pre
sentan un papel en la modulaci6n de neurohormonas, o posi

blemente, forman parte de la secuencia de alguno de los 
péptidos neurohormonales liberados del órgano neurohemal. 

También se ha encontrado encefalinas inmunoreactivas 
en célu1as y fibras del órgano-X, en 1a región donde los 

axones y ramificaciones de las dendritas de las neuronas 
neurosecretoras son localizadas en el órgano-X (1 y 20); y 

en fibras que se encuentran muy cercanas al tracto glándula 

sinusal-Órgano-X dentro de la médula terminal, sugiriendo 
también que éstas sustancias actúan como neuromoduladores. 

Otras estructuras semejantes a las encefalinas son encon

tradas en lámina ganglionar, ºmédula interna, médula externa, 
en 1as fibras de las regiones quiasmáticas, y en el pedún

culo Óptico (21). 

Son muy pocos los .trabajos que se han realizado para 
caracterizar las encefalinas en el sistema nervioso de in

vertebrados, específicamente en crustáceos para poder elu

cidar su papel fisiológico de las sustancias que producen 

inmunoreactividad por lo que es necesario hacer estudios 
más específicos para su identificación y cuantificación con 

mayor seguridad; como por ejemplo, la cromatográfia líquida 
de alta resolución, que·en la actualidad presenta muchas 

ventajas: análisis rápidos, sencillos, reproducibles, espe-
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cíficos, sensibles y además presenta la posibilidad de 

1a recolección de fracciones con tiempos de retención seme
jantes a las sustancias sintéticas, para pruebas posterio

res para la confirmación de su identidad como son: el bioerr 

sayo, la secuencia de aminoácidos, espectrometría de masas, 
etc. 

El proceso que comunmente se sigue para el estudio de 
los péptidos biológicamente activos, comprende las siguien
tes fases (47): 

a) Detección de la actividad biológica en un extracto 
de tejido. 

b) Cuantificación de dicha actividad. 

e) Constatación de la naturaleza peptidérgica del 

material observando la desaparición de su actividad 

mediante el tratamiento de la preparación con 
pronasa. 

d) Desarrollo de un método físico-químico para el ais

lamiento del principio activo. 
e) Determinación de la secuencia de aminoácidos. 

f) Síntesis química del péptido y comparación del com

portamiento químico y biológico de1 material nativo 

y sintético. 
Los métodos que se han empleado para la detección y 

cuantificación de péptidos son: ei bioensayo, ensayo de ra

dioreceptores, radioinmunoensayo, inmunocitoqu!mica y cro

matografía líquida de alta resolución. 
Los primeros métodos empleados fueron el bioensayo y 

el ensayo de radioreceptores; siendo el bioensayo la herra-
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mienta que se utiliza a lo largo del proceso de purifica
ción para comprobar en que muestras esta localizado el pép

tido biológicamente activo. Es una técnica simple y de sen

sibilidad variable, que se emplea con fines cualitativos 

fundamentalmente. As! por ejemplo, para el caso de las en

cefalinas se utiliza el ensayo del conducto deferente de 
ratón; la sensibilidad de este sistema está entre -1-s ng, 

y para poder asegurarse de que la sustancia que bloquea la 

contracción del músculo liso actúa sobre el receptor opiá
ceo, es necesario comprobar si la inhibición es reversible 

por naioxona (900 nM) (20). 

El ensayo de radioreceptores se basa en la fijación de 
radioligando específico. Este ensayo está basado en la 

diferente afinidad de fijaci6n dei iigando isot6picamente 
marcado a una preparación de membranas portadoras del 

receptor, en presencia y ausencia del mismo ligando no mar

cado, contenido en la muestra sometida a evaluación cuanti
tativa. La utilización de la curva de calibración corres

pondiente, permite obtener la concentración del agonista 

endógeno en el problema, en función de la cantidad de 
radioactividad correspondiente al ligando marcado que ha 

quedado desplazado. Debido a· la pequeña concentración del 
receptor normalmente existente en la preparación biológica, 

la actividad específica del ligando marcado ha de ser alta 
y, por tanto, el blanco del ensayo puede presentar valores 

elevados, disminuyendo a veces de forma notable la sensibi
lidad de este procedimiento cuando es utilizado para eva

luar cuantitativamente un agonista dado (28). 
Ambos métodos presentan la desventaja de no distinguir 

entre las diferentes endorfinas activas, y la presencia de 
enzimas degradativas o inhibidores de endorfinas en extrac

to de tejido da resu1tados inciertos en el ensayo de radio

receptores (47). 
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El radioinmunoensayo (RIE) es una técnica más sensible; 

es un ensayo de fijación en el que el receptor es un anti

cuerpo del péptido activo. El inconveniente del RIE es que 

el anticuerpo sólo reconoce el determinante antigénico de 

la molécula del péptido, pudiendo ocurrir que en la muestra 

existan otras moléculas, a veces de función fisiológica 

incluso diferente que compartan ese mismo agrupamiento quí

mico correspondiente a un fragmento de la molécula contra 

el que realmente fue desarrollado el anticuerpo. Por otra 

parte, debido a que la población de inmunoglobulinas que 

componen el anticuerpo, es consecuencia del genotipo espe

cífico del animal que fué inyectado con el antígeno, la re

producibilidad de resultados entre experimentos realizados 

con diferentes anticuerpos no tiene por que ser total (28). 

Para obtener una respuesta más certera, quizás la 

forma más correcta sea aislar primero el péptido por croma

tografía líquida de alta resolución y, una vez aislado, 

cuantificar la muestra por RIE (31 y 43). 

Finalmente, para el mapeo de la distribución de pépti

dos opioides, las técnicas inmunohistoquímicas son de gran 

utilidad. La aplicación de este procedimiento requiere del 

uso de anticuerpos dirigidos en contra de alg6n marcador 

específico del compuesto que se quiere mapear, mediante el 

cual sea posible identificar la estructura peptidérgica al 

microscopio 6ptico o electr6nicri. El marcador en cuestión 

es 1ocalizado por su anticuerpo en las estructuras que lo 

contienen, las que a su vez son puestas de manifiesto 

directamente, si el anticuerpo usado está marcado por 

alguna sustancia fluorescente o eiectrodensa, o indirecta

mente después de haber incubado por segunda vez la misma 

sección del tejido en un medio que contiene ei anti-ant~ 

cuerpo convenientemente marcado que se fija sobre los 

anticuerpos antimarcador (37). 
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Las técnicas inmunocitoquímicas tienen a su favor la 

elevada especificidad del anticuerpo y por consiguiente la 
limpieza de1 marcaje. Las dificultades para su empleo 

radican en la frecuente inexistencia de un marcador sufi

cientemente antigénico y las dificultades inherentes a su 
purificación, la presencia de reacciones cruzadas entre el 

anticuerpo antimarcador y otras macromoléculas no relacio
nadas con e1 componente bajo estudio, y la poca sensibili

dad de la técnica, por dificultades en la penetración del 

anticuerpo a las estructuras que contienen el marcador (37). 
La localización detallada de la distribución de ence

falinas (11, 45, 54 y 57) es llevada a cabo usando la 

técnica de RIE e inmunocitoquímica. 

La Cromatografía Líquida es 
empleado en la actualidad para la 

otro método que se ha 
identificación y cuanti-

ficación de péptidos. La cromatografía es una técnica que 

permite separar, aislar e 

una mezcla de compuestos 
simples iones inorgánicos 

identificar los componentes de 

químicos que pueden ser desde 
hasta complejas macromoléculas. 

Los componentes de la muestra se distribuyen en dos fases; 

una de las cuales permanece estacionaria, mientras que la 

fase móvil se desplaza a trávés de los intersticios sobre 
la superficie de la fase estacionaria. El desplazamiento de 
la fase móvil es uno de los factores de migración que 

diferencía los componentes de la muestra, además de la 

temperatura de la columna, y ia cantidad de fase estaciona
ria (23 y 48). 

Durante muchos años se ha practicado 1a cromatografía 
1Íquida en una forma que llamaremos c1ásica y que consiste 

básicamente en lo siguiente. En una co1umna de vidrio, cuyo 

diámetro varía de 2 a 10 cm, re1leno de alg~n material 
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(como !lÍlica, alumina, etc.) cuyas partículas son por lo 

general de un tamaño cercano a las 200 micras, se suspende 

la muestra en un disolvente y se introduce en la columna, 

posteriormente se agrega la fase móvil, con la cual se 

eluye la muestra a través de la columna. La cantidad de la 

muestra varía entre 0.1-1.0 g ó más. El disolvente o fase 

m6vi1 fluye a través de la columna por efecto de la grave

dad, produciéndose apenas una débil presión ejercida por el 

volumen de la fase móvil que se agrega a la columna. El rli

solvent2 se recolecta en 1a base de la columna en fraccio

nes de determinado volumen. Uno de los inconvenientes de 

esta técnica es el prolongado tiempo de análisis requerido, 

otra desventaja es que el material de relleno se utiliza 

por lo general, una sola vez debido a que parte de la 

muestra usualmente se absorbe en forma irreversible (15,48). 

El problema principal de esta cromatografía líquida 

clásica es la identificación y cuantificación de los compo

ñentes que eluyen de la columna disueltos en la fase móvil. 

En general se usa alguna técnica auxiliar como por ejemplo; 

espectromctría, análisis químico volumétrico, etc. 

En la Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR) 

se emplea un instrumental muy diferente al usado en 

cromatografía líquida clásica, la cual hace que dicho 

método sea uno de los que ofrece más ventajas en la actua

lidad, como son: deterioro len~o de la columna a pesar de 

su uso continuo, buena resolución y reproducibilidad, cor

tos tiempos de análisis y gran sensib~lidad (15). 

En este método se emplean columnas d~ diámetro muy 

reducido, relleno de materiales especiales cuyas partículas 

tienen un tamaffo de 30 a 40 micras. Este tipo de columna es 

muy eficaz, pero ofrece una gran resistencia al Elujo de la 

fase m6vi1, por esta raz6n es necesario emplear sistemas de 

bombeo de alta presión (hasta 400 atm.) que hagan fluir la 

fase móvil a una velocidad razonable a través de la columna. 

- 13 -



La cantidad de fase estacionaria dentro de la columna es 

pequeña por lo que se requiere que la muestra también sea 

pequeña entre 1 y 10 microgramos (15). 

En la CLAR, una pequeña muestra a separar se inyecta a 

la corriente de la fase móvil que va por la columna que 

contiene la fase estacionaria y es capaz de ir retardando 

gradualmente el flujo de cada uno de los componentes de 

manera individual, saliendo de la columna a intervalos de 

tiempo discretos. 

Un detector colocado a la salida de la columna propor

ciona un registro continuo de la composición del líquido 

que sale, lo que permite obtener un cromatograma que se 

utiliza paca identificar y cuantificar los componentes de 

la muestra. 

En la CLAR existen dos tipos de sistemas de elución: 

sistema !socrático y sistema de gradiente. En el primero se 

requiere que se mezclen el disolvente en la proporción 

adecuada manteniendose constante la composición de la fase 

móvil a lo largo del análisis. En el 

composición de la fase móvil varía con 

de anáiisis (39, 48). 

segundo sistema 1a 

respecto al tiempo 

Esta técnica se ha empleado para estudios in vitre de 

encefalinas y endorfinas; así como estudio de metabolismo y 

síntesis, utilizando diferentes detectores; el más usado 

rutinariamente es el de UV (6,8 y 21), pero también se han 

empleado el de fluorescencia (36 y 56) y electroquímico 

(35). 
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2. OBglTIVOS 

Desarrollar un nuevo método para la determinación de 

dos péptidos opioides endógenos1 la Metionina-encefalina y 

la Leucina-encefalina en el crustáceo PnocambanuA cLanhiL, 

por medio de Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

(CLAR) con detector de fluorescencia. 

Establecer las condiciones cromatográficas Óptimas 

para la identificación y cuantificación de encefalinas por 

CLAR con detector de fluorescencia. 

Validar estadísticamente la técnica analítica con la 

finalidad de conocer su confiabilidad. 

Detectar la presencia de encefalinas en el tallo 

ocular del crustáceo PnocambanuA clanhLi. 
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J. 7' A fl Té. é.X7'é.'ill/llé.NTAL 

J. t /llATé.RIALé.S 

J.I./ ReactlvoA 

Los estandares Met-encefa1ina y Leu-encefalina fueron 
de los producidos por Península•. El acetonitrilo, metanol, 

acetona grado cromatográfico y el éter etílico, ácido 

clorhídrico, 2-mercaptoetanol grado analítico se obtuvieron 

de Merck*· El ácido trifluoroacético de Pierce*, el ácido 

acético ultrex de Ba~er* y la fluorescamina de Sigma*. Las 

sales de fosfato y boratos, as! como la Ambertita XAD-2 se 
obtuvieron de Merck*. 

El agua empleada en la preparaci6n de los reactivos y 

la fase m6vil es tridestilada, desionizada, y pasada a 

través de un sistema de purificación de agua Milli-Q 
(Mi llipore•). 

J.1.2 é.9ui.po Cn.omatofttá.flco 

Las determinaciones cromatográficas se hicieron en un 

equipo modular Waters Millipore• que consta de: 

Bomba de doble pistón, modelo 590 

Válvula de selecci6n de solventes 
Inyector U6K 

Detector de fluorescencia, modelo 420 

Integrador de datos, modelo M-730 

* /11an.ca4. 1te9-L11t1tacla4. ele La.6on.ato1t.LOA. pAorlucioAeA.. 
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La columna de separación que se empled fu~ de fase 
reversa NOVA PAK e 18 (150 x 3.9 mm o.r.) con tamaño de 
partícula de 3 pm de diámetro de sílica gel y un tamaño de 
poro nominal de 125 A. 

La fig. 2 muestra un esquema del sistema cromatográfi
co que consiste en un recipiente cerrado que contiene la 

fase móvil, ésta es llevada hacia el inyector a través de 
una bomba de doble pistón. En el inyector se depositan las 
muestras y estas son acarreadas a la columna donde ocurre 
la separación. En el detector se determina la fluorescencia 

relativa de los p;oductos; el detector tiene un lámpara que 
em.ite entre 200 y 800 nm con el pico máximo en el UV, los 
productos ya derivados con fluorescamina absorben a 390 nm 
y emiten a 450 nm, la señal de emisión es ampli~icada por 
un fotomultiplicador alimentado con alto voltaje y poste
riormente digitalizado por un convertidor analógico/digital. 
Finalmente las señales son graficadas en un integrador. 

J.t.J mate~laL BioLó~lco 

Las muestras biológicas se obtuvieron de tallos ocula
res aislados de acociles r4ocam6a4u4 cLá4kil (fig. 3) pr2 
venientes del Estado de Chihuahua,se utilizaron especímenes 

adultos y solo aquellos que no se encontraban en época de 
muda. Los animales fueron mantenidos en estanques con agua 
corriente a temperatura ambiente y con ciclos naturales de 
luz-obscuridad. 

- 17 -



Flf.ill'iM N• 2 

SISTEMA CROMATOGRAF'ICO 
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Esquema del Sistema cromatográf ico 
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3.2 PRlPARACION Dl LA mlllST~A 

3.2.f ALALamLento deL taLLo ocuLa~ 

El procedimiento empleado para el aislamiento del 

tallo ocular es: se corta el rostrum del acocil con tijeras 

de punta fina hacia la ablación del pedúnculo ocular, que 

era mantenido durante la disección en solución fisiológica 

para c;ustáceos (Van Harreveld, 1936), a una temperatura de 

lODC aproximadamente. En seguida se fracturaba el exoesque

leto bajo observación microscópica haciendo 3 ó 4 cortes en 

forma radial a la quitina y luego separando con pinzas de 

punta fina cada uno de los segmentos. En estas condiciones 

el tallo ocular muestra un recubrimiento de tejido muscular, 

cuyas fihras se insertan por un extremo en la quitina y por 

otro a una capa de tejido conectivo que cubre la estructura 

nerviosa, está Última era extirpada cuidadosamente, lo que 

permitía exponer el tallo ocular. 

La fig. 4 muestra la disposici6n de la estructura ner

viosa que forman el tallo ocular. Los componentes Ópticos 

incluye: a la retina (R), la lámina ganglionar (LG), la mé

dula externa (ME), la médula interna (MI) y la médula ter

minal (MT). El tallo ocular también esta formado por un 

complejo neurosecretor; la glándula sinusal (GS) y el 

6rgano X (OX). 

3.2.2 método de extAaccLón de La4 encefaLlna4 

Al tejido se ie preserv6 el contenido de encefalinas 

inactivando las enzimas proteoliticas mediante el calenta

miento durante 3 min. en el horno de microondas (13). 
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Fl<i(f'ilA /\'• l¡ 

Estructura Nerviosa del tailo ocular de acocil 
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Se añadi6 1 ml de solución de acetonitrilo: agua:ácido 

acético: 2-mercaptoetanol (2:1:0.025:0.025 v/v), se homoge

nizó y se centrifugó a 15 000 rpm durante 15 mio. a 4°c. 
El sobrenadante se liofilizó, se resuspendi6 en HCl 

0.1 N, se le adicionó 3 ml de resina Amherlita XAP-2 y se 

agit6 durante 15 min. 

Se lav6 posteriormente la Amberlita X~D-2: dos veces 

con 20 ml de HCl 0.1 N y dos veces con 20 ml de agua. 

Finalmente las encefalinas se recuperaron añadiendo 

5 ml de metanol a la resina Amberlita XAD-2, se agitó por 

5 min. y se liofiliz6 el metanol (44). 

J.2.J ?Aepanación de laA AoLuclone4 eAtanda~ 

La soluci6n patrón se preparó disolviendo 0.5 mg de 

Met-encefalina o Leu-encefalina en 3 ml de la solución de 

extracción (acetonitrilo: agua: ácido acético: trifluoroa

cético (2:1:0.025:0.025 v/v), la concentraci6n de esta 

so1uci6n es de 131.16 ng/¡ul. 

La solución de trabajo se preparó por una dilución 

de la soluci6n patrón con la misma soluci6n anterior a una 

concentraci6n final de 4.2312 ng/,ul 

3,3 CONOICIONéS cnomAroqnAFICAS 

Para la determinaci6n de los pentapéptidos Met-encefa

lina y Leu-encefalina en muestras biológicas es necesario 

elegir las condiciones cromatográficas adecuadas para obte

ner una buena separaci6n y sensibilidad. 
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3.3.1 ELecclón de La faAe eAtaclvnaAla 

Inicialmente se tuvo que elegir la fase estacionaria 

que pudiera efectuar la separación de Met-encefalina y Leu-. 

encefalina. Las columnas utilizadas para la separación de 

estos compuestos son (16): 

Ciano 

Fenii o difenii 

e 10 

Las columnas ciano son de naturaleza polar y son 

utilizadas principalmente para la eluci6n de péptidos 

hidrofóbicos de gran tamaño con alta recuperación, pero 

este tipo de columna no es recomendable para péptidos en un 

intervalo de 5-14 residuos de aminoácidos (55). 

Las columnas difenil y fenil son también útiles para 

la separación de péptidos, pero son menos selectivas que 

las columnas C 18 porque se basa en las interacciones con 

~minoácidos aromáticos (55). 

Las columnas e 18 es la de mayor hidrofobicidad, sele~ 

tividad, es más resistente a los solventes orgánicos y áci

dos débiles por lo que tiene un tiempo de vida de uso mayor, 

además de que la mayoría de los péptidos pueden ser separa

dos por este tipo de columnas modificando solamente la con

centración del disolvente orgánico en la fase móvil, siendo 

por lo tanto la más recomendada por la bibliografía para el 

análisis de estos compuestos (16). 

Por lo anteriormente mencionado y por ser la disponi

ble en el laboratorio se eligió una columna NOVA PAK C 18 

(150 X 3.9 mm D.I.). 
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3.3.2 lLecclón de Lo4 /lLtno4 deL detecton de {Luone4cencla 

El detector con el que cuenta el sistema cromatográfi

co es el de fluorescencia, que contiene filtros intercam
biables de longitud de onda de 254, 338, 395 y 450 nm. 

Para elegir los filtros se realizó un espectro de 

excitación y de emisión de las encefalinas en un espectro

f1uor6metro a una sensibilidad de 100 y una abertura del 
monocromador de 0.5 

se tomó 50 µl de la solución patrón de concentración 

de 131.16 ng/~l, se adicionó 1.5 ml de la solución de 

extracción y se corrieron los espectros de emisión y de 

excitación como se muestra en la fig. s. 

3.3.3 lLecclón de La /a4e móvlL 

Para elegir la fase móvil se basó principalmente en la 

resolución y sensibilidad, probando 3 fases en condiciones 

!socráticas: 

a) agua/2-propanol 
b) solución amortiguador~ de fosfatos 0.05 M pH 3.0/ 

acetonitri10. 

e) agua/acetonitrilo:tetrahidrofurano (1:1) 

Observando en 1a primera bajo condiciones isocráticas 

que no existe una resolución adecuada. 
Para la segunda fase se e1igi6 el 27.5 % en so1uci6n 

amortiguadora de fosfatos (19), y en la tercera fase del 

24 % de acetonitrilo: tetrahidrofurano (1:1) en agua, 
encontrando una buena resoluci6n en ambas. Se eligi6 esta 

Última por ser 1a que presenta una mayor sensibilidad o al

tura del pico, para la mi~ma concentración como se muestra 

en ia fig. 6 



Se realiz6 una curva de ca1ibración, tomando: 5, 7.5, 

10, 12.5 y 15,.lll de una mezcla de Met-encefa1ina y Leu
encefa1ina {1:1) de so1ución estandar patrón de una con

centración de 131.16 ng/µl para ser inyectados al cromató
grafo, los resultados se muestran en 1a gráfica 1. 

Los límites de detección bajo estas condiciones es de 

327.9166 ng/5 pl, lo que implicar1a un uso elevado de mate

rial biológico debido a las pequeñas concentraciones exis
tentes de encefalinas en el tallo ocular. 

De los resultados anteriores surge la necesidad de 

utilizar un m6to~o que incrementara la fluorescencia de 
estos compuestos. 

J.J.4 llecclón deL Aeactlvo de deAlvaclón 

Los reactivos que pueden ser usados para la derivación 
precolumna son: la fluorescamina y el orto-ftalaldehído, 

ambos reaccionan con aminas primarias dando productos 
f1uoresccntes. La longitud de onda de excitación y de 

emisión máxima es de 390 nm y 475 nm para la fluorescamina 
y 340 nm y 450 nm para el orto-ftalaldeh1do (16). 

Hay a1gunas diferencias significativas entre los dos 

reactivos: la fluorescamina es insoluble en agua y es pre
parado en disolventes no hidr·axílicos, generalmente 1.a 

acetona o el dioxano. Cuando esta soluci6n es mezcl.ado con 

una solución acuosa a pH alcalino qué contiene aminas pri
marias forma un producto fluorescente cuantitativamente. El 
exceso de f1uorescamina es hidrolizado dando productos 

soiub1es en agua no f1uorescentes (9). 
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El orto-ftalaldehído es soluble en agua y puede disol

verse en solución amortiguadora para la reacción. La cual 

requiere 2-mercaptoetanol y orto-ftalaldehído para formar 

el producto fluorescente con aminas primarias. Como con la 

fluorescamina se necesita un pH alcalino. La desventaja de 

este reactivo es que el producto no es tan estable como el 

formado con la fluorescamina (33); y el producto formado 

con amoníaco es de la misma intensidad que los formados con 

aminas primarias. Otro problema con el orto-ftalaldehído es 

la susceptibilidad a oxidarse con el aire (16). 

De estos reactivos se eligió la fluorescarnina que ha 

dado muy buenos resultados para la determinación de encefa

linas (56),reaccionando de la siguiente manera para 1a for-

mación del fl~uoroforo (9): l,l [ ~'º ~'-] 
v=-......._ + H-N-R - 0~0 R 

OJ ,) OJ 
fluorescamina 

donde R 

·~~ / O . N 
~e 

~ HUO o 
fluor6foro 

Tir-Gli-Gli-Fen-Met 

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu 
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Se rea1iz6 un espectro de emisión y de excitación de 

1as encefa1inas para comprobar la longitud de onda de exci

tación y de emisión del compuesto reportado en la biblio

grafía (9). 
Se tomaron 50 pl de la solución patrón de encefalinas, 

se le adicionó 450 µ1 de la solución de extracción, 50 µl 

de solución amortiguadora de boratos O.OS M pH 9.7, 500 pl 

de fluorescamina al 0.02 % en· acetona y se obtienen los es

pectros como mostrados en la fig. 7. Encontrando bajo estas 

condiciones una longitud de onda máxima de excitación de 

395 nm y de emisión de 453 nm aproximadamente en el espec

trofluor6metro a una sensibilidad de 100 y abertura del mo

nocrornador de 0.5. 

3.3.5 éLeccLón de La /a4e móvLL pana enAavo~ con d~nL~acLón 

pnecoLumna 

Para la elección de la composición de la fase móvil 

que nos permitiera una buena separación de Met-encefalina y 

Leu-encefalina derivados con fluorescamina se realizaron 

variaciones en las proporciones de metanol, acetonitrilo y 

agua, hasta encontrar una fase que nos diera una buena 

resolución. 

La reacción de derivación ~e realizó como sigue: 50 ~l 

de Met-encefalina, más 50 µ1 de Leu-encefalina, más 100 µ1 

de solución amortiguadora de fosfato~ 0.05 M pH 7.4, más 

100 p1 de f1uorescamina al 0.02 % en acetona (56). Los re

sultados obtenidos son mostrados en ia tabla l. 
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3.3.6 lLecclón de LaA condlcloneA de lngecclón deL denlvado 

de met-ence/aLlna V Leu-encefaLlna con /Luone4camLna 

Para elegir las condiciones de inyección de los deri
vados de encefalinas se realizó un estudio en el espectro

fluor6rnetro para determinar a que pH (7.4, 8.3, 9.7 y 10.4) 
se presenta una mayor intensidad de fluorescencia, con dos 

soluciones amortiguadoras: de fosfatos O.OS M y boratos 

O.OS M. Se encontró que la solución de boratos O.OS M a 
pH 9.7 presenta una mayor respuesta. 

Posteriormente para elegir el tiempo de reacción de 

las encefalinas con la fluorescamina más adecuados donde se 
presentará una mayor sensibilidad; a SO µl de cada una de 

las encefalinas se le adicionó 10 µl de solución amortigua

dora, más 100 µl de fluorescamina 0.02 % y se inyectó S ¡Ul 
al cromatógrafo cada S min. 

Lo anterior se realizó con solución amortiguadora de 
fosfatos O.OS M pH 7.4, que de acuerdo a K.M. Wu y col. es 

el pH donde se presenta una mayor respuesta y con solución 
amortiguadora de boratos O.OS M pH 9.7. Los resultados 

obtenidos son observados en la gráfica 2 y 3. 

3,3,7 lLeccLón de La veLocLdad de /Lujo 

Se realizó tomando SO ,,ul de cada una de las encefali

nas de la solucíon estandar de trabajo, se adicionó 10 ~l 
de solución amortiguadora de boratos O.OS M pH 9.7, más 

100 µl de fluorescamina al 0.02 % en acetona, se deja 

reaccionar por 40 min. Se hicieron inyecciones de 5 ~l de 
la mezcla de los derivados de encefalinas, variando la 
velocidad de flujo de 0.2 hasta 0.5 ml/min. Los resultados 

obtenidos se muestran en la gráfica 4. 
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J.4 VALIDACION Dll mlTODO 

Una vez desarrollado el método analítico es necesario 

la validación de la técnica por medio de la especificidad, 

precisión, exactitud y linearidad. 

Esta prueba se realizó con los siguientes péptidos: 

factor liberador de tirotropina, tirosina, 0-Ala-Met-ence

falina, (Des-Tir)-Met-encefalina, fomorfarnida, sustancia P, 

oxitocina, somastostatina, angiotensina, y beta-endorfina; 

para confirmar que la medición se debe únicamente a la Met

encefalina y la Leu-encefalina, y no a otras sustancias que 

puedan estar presentes en la muestra. 

se tom6 50 µl del péptido, se le adicionó 5 J.ll de sol~ 

ción amortiguadora de boratos 0.05 M pH 9.7 y 50 ,ul de 

fluorescamina al 0.02 % en acetona, se dej6 reaccionar por 

40 min. y se inyectó 5 pl al cromat6grafo. ~ 

En la tabla 2 se muestra el t~empo de retención de ca

da uno de ios péptidos probados, observándose que estos no 

interfieren en el anál.isis de las ~ncefalinas. 

Se realiz6 tomando 50 pl de cada _una de las encefali

nas de la soluci6n estandar de trabajo, se adicion6 10 Jll 

dA solución amortiguadora de boratos 0.05 M pH 9.7, más 

lOOpl de fluorescamina 0.02 % en acetona, dejando reacci~ 

nar durante 40 min. y posteriormente se inyect6 5_,.ul. La 

reacción anterior se preparó cada 5 min. y se realizaron 

inyecciones consecutivas cada 5 min. 

- 29 -



Esta prueba se efectuó durante dos días y con dos 

operadores diferentes, los resultados se muestran en las 

tablas 3, 4, 5 y 6. 

3.4.3 lxactltud deL ~étodo 

Es una medida de la concordancia promedio entre un 

valor experimental y un valor de referencia. Esta prueba se 

realiz6 haciendo 6 determinaciones con tres concentraciones 

diferentes de Met-encefalina y Leu-encefalina (1.26792, 

1.90182, y 2.53486 ng/5 ,Ul) realizando una dilución de la 

so1uci6n estandar patr6n y efectuando la reacci6n de deri

vaci6n como anteriormente se mencion6. Los resultados se 

muestran en la tabla 7 y B. 

3.4.4 llneanldad deL Sl4tema 

De la solución patr6n se tom6 50 ).l.1 de encefalinas, 

se le adicionó 500 µ1 de soluci6n de extracción, y de está 

solución se tom6: 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 15.0, 20.0 y 25.0 pl 

de cada una de las encefalinaS y se aforó a 100 pl con la 

so1uci6n de extracción, y se e~ectúo la reacción de deriva

ción como se mencionó anteriormente. 

Las gráficas 5 y 6 muestran una curva de calibración 

típica de Met-encefalina y Leu-encefalina respectivamente, 

realizadas con este procedimiento. Se observa que la altura 

del pico de la~ encefalinas sigue una relaci6n lineal en 

función de la concentración. A estos datos se les realizó 

una regresi6n lineal y por interpolación se calculó el con

tenido de Met-encefalina y Leu-encefalina en la muestra. 

- 30 -



E1 1Ímite de detección es aproximadamente de 0.621lng/ 

5µ1 para las encefalinas, siendo esta concentración la mí
nima a inyectarse para obtener la altura del .pico dos 

veces mayor a la señal de ruido. 

3.4.5 Llneanldad deL método 

De la soluci6n patrón se tomó 50 ¡..il de encefalina, se 
le adicionó 500 ,,ul de so1uci6n de extracción y de esta se 
tomaron: 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 15.0 y 20.0pl de cada una 

de las encefalinas, y se procedió a efectuar el método de 

extracción como se menciona en la secci6n 3.2.2 y posterio

mente la reacción de derivación con fluorescamina. 

En la gráfica 7 y B se observa que el porciento adi

cionado y el porciento recuperado siguen una relación 
lineal. 

J.5 ANALIS/S Dl mUlSTRAS BIOLOqJCAS 

Las muestras bio16gi~as de 20 acociles liofilizadas se 

resuspendieron en 10 pl de solución de extracción, se adi
cionó 1 pl de solución amortiguadora de boratos O.OS M 

pH 9.7 y 10 pl de fluorescamina 0.02 %, se dejó reaccionar 
por 40 min. y se inyectó 5 pl al cromatógrafo. 

La identificación de Met-encefalina y Leu-encefalina 

se realizó por tiempos de retención que son de 10.054 ! 
0.0879 y 12.529 ~ 0.0895 respectivamente para las muestras 

bio16gicas (fig. 8). 
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A fin de confirmar ·ia identidad de.ias sustancias pre

sentes en el tallo ocuiar, se adicionó Met-encefa1ina y 

Leu-encefalina puras a la muestra biológica, y se encontró 

que se sumaban las señales con idénticos tiempos de reten

ción, como se observa en la fig. 9 

Se realizaron 3 muestras biológicas de 40 tallos ocu
lares cada una, en dos días diferentes, obteniéndose las 

concentraciones por ta110 ocular de 
encefalina por interpo1ación en la 

Met-encefa1ina y Leu
curva de calibraci6n 

correspondiente. Los resultados se muestran en la tabla 13. 
La muestra N2 5 se inyectó 3 veces, 5 pl a1 cromató

grafo y se encontr6 un intervalo de confianza para muestras 
biol6gicas de Met-encefalina de 0.76808 : 0.075811 ng/tallo 

ocular y para la Leu-encefalina de 0.37765 : 0.016307 ng/ 

tallo ocu1ar. 
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Concentración 
(ng/pl.) 

327.916 

491. 875 

655.833 

819.792 

983.749 

CURVA DE CALIBRACION DE 

MET-ENCEFALINA Y LEU-ENCEFALINA 

Met-encefalina Leu-ence fal ina 

A1tura Altura 

132.27 167.77 

199.64 254. 12 

265.24 339. 35 

330.52 419.80 

397.22 505. 59 

La ecuación de· la recta es: 

Met-encefal.ina y 0.4030 X + 0.6660 

Leu-encefalina y 0.5131 X + 0.7981 

de donde: Y Valor de la a1tura reportado por el 

integrador~ 

X Concentración (ng/pl.) 
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9.3 lLecclón de. La fa4e móvi..L pa~a enAa~aA can deALvaclón 

pAecaLumna de flJet-e.nce./aLi..na f!. L·e.u-e.nce./aLi..na. 

FASE MOVIL AGUA METANOL ACETONITRILO RESOLUCION 
(ml) (ml) (ml) 

1 200 200 200 0.12 

2 250 200 200 0.36 

3 300 200 200 0.62 

4 350 200 200 1.16 

5 300 200 150 1. 73 

6 300 150 200 1.85 

7 350 150 200 2.62 
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4.6 VaLldaclón deL ~étodo 

Para 1a validación del método se realizaron las prue
bas de: especificidad, precisión, exactitud y linearidad. 

l4pecé/lcldad 

Los resultados de esta determinación se muestran en la 

tabla N• 2. 
Los tiempos de retención de los péptidos analizados 

son diferentes a los tiempos de retención de la Met-encefa
lina y Leu-encefalina, y por lo tanto no interfieren en su 

elución. 

P4~Cl4lón ~ lxactltud deL m¿todo 

En las tablas 3 y 4 se muestran los resultados de pre

cisión del método en dos días diferentes y con dos analis
tas y en las tablas 5 y 6 la diferencia entre analistas de 

Met-encefalina y Leu-encefalina. 

En las tablas 7 y 8 se observan los resultado de exac
titud del método con una concentración de 1.2685, 1.9028 y 

2.5371 ng/5 µ1. 

Llneanldad deL Sl4tema·v deL método 

Los resultados de linearidad del sistema y del método 

para la Met-encefalina se muestran en la tablas 9 y 11, y 

en las gráficas 5 y 7 correspondiente; y para Leu-encefa

iina en las tab1as 10 y 12, y en ias gráficas 6 y B. 
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TABLA No. 2 

ESPECIFICIDAD DEL METODO 

PEPTIDO 

Factor liberador de 

tirotropina 

Tirosina 

D-Ala-Met-encefalina 

(Des-Tir)-Met-encefalina 

Met-encefalina 

Leu-encafalina 

Fomorfamida 

Sustancia P 

Oxitocina 

Somas tosta tina 

Angiotensina 

Beta-endorfina 

REACCION CON 
FLUORESCAMINA 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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TIEMPO DE 
RETENCION 

5.79 :: 0.04 

6.54 :: 0.06 

6.9t :: 0.03 

e.os :: 0.02 

t0.25 + 0.07 

12.03 :: 0.04 

2t.B7 :: 0.13 



X 

s 
52 

c.v. 
ICS 

ICI 

TllBLll No. 3 

PRECISION DEL METODO ENTRE DIAS DE 

METIONINA-ENCEFALINA 

ANALISTA A ANALISTA B 
% Recuperado % Recuperado 

DIA 1 DIA 2 DIA 1 DIA 2 

98.15 98.43 101.71 100.79 
101.28 100 .17 98.86 101. 25 
100.73 101 .16 99.61 99.51 
101.43 101 • 84 99.43 100 .18 

98. 52 100. 30 101.05 98.66 
99.59 98. 76 100.26 99.03 

100.06 101. 81 99.15 99.50 
100.41 100. 26 100.26 98.84 

97.79 98 .98 100.06 99.85 
102.04 99 .87 99.60 100. 15 

99.998 100.158 99.999 99.776 

1.459 1.202 0.870 o.839 

1.916 1.300 0.682 0.633 

1-459 % 1.200 % o. 871 % 0.841 

101. 042 101.018 100.623 100.376 

99.954 99.298 99.376 99 .176 

- 44 -

% 



X 

s 
52 

c.v. 
ICS 

ICI 

TllBLll No. 4 

PRECISION DEL METODO ENTRE DI.l\S DE 

LEUCINll-ENCEFllLINll 

llNllLISTll 11 l\NllLISTll H 

% Recuperado % Recuperado 

Dill l Dill 2 Dill 1 Dill 2 

99 .94 99.77 101.35 100 .10 
100.29 101.37 99.55 99.47 
100. 32 98.86 99.71 99.51 
98.47 101-76 99.57 100.27 

100.54 98.98 100. 19 99.33 
100 .16 101 .14 100.40 100.11 · 
100.46 98.79 100 .11 100.85 

98 .45 100.61 100.96 99.11 
100.10 100.38 101.65 99.69 
100. 25 101.90 99.88 99.98 

99.838 100.356 100.337 99. 842 

0.808 1.201 o. 747 0.519 

0.587 1.299 0.503 0.243 

0.809 % 1.197 % 0.748 % 0.520 

100.416 101.415 100.876 100.213 

99. 260 99.496 99.803 99.471 
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TABLA No. 5 

PRECISION DEL METODO ENTRE ANALISTAS DE 
METIONINA-ENCEFALINA 

1 ANALISTA A ANALISTA B 

X 100.0780 % 99.8875 % 
s 1.3036 0.8400 
s2 1.6145 0.6704 

c.v. 1.3026 % 0.8409 % 
ICS 100.6881 % 100.2806 % 
ICI 99.4679 % 99. 4944 % 

N 20 20 

TABLA No. 6 

PRECISION DEL METODO ENTRE ANALISTAS DE 

LEUCINA-ENCEFALINA 

1 ANALISTA A ANALISTA B 

X 100.0970 % 100. 0895 % 
s 1.0313 0.6758 
52 1.0104 0.4338 

c.v. 1.0303 % 0.6752 % 
ICS 100.5797 % 100.4058 % 
ICI 99.6143 % 99.7732 % 

N 20 20 
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Cene. adicionada 
(ng/5 /.ll.) 

l.2685 
1.2685 
1.2685 
l.2685 
l.2685 
1.2685 

1.9028 
1.9028 
1.9028 
1.9028 
1.9028 
1.9028 

2.5371 
2.5371 
2. 5371 
2.5371 
2.5371 
2.5371 

7ABLll No. 7 

EXACTITUD DEL ~ETOOO DE 

METIONINA-ENCEFALINJ\ 

Conc- recuperada % 
(ng/5,ul) 

l. 26792 
1. 26790 
1.27591 
1.26197 
l.26141 
1.27509 

X 
s 
c.v. 

1.90182 
l. 90197 
1.89584 
1.93211 
l.88296 
1.69930 

X 
s 
c.v. 

2.53486 
2.53615 
2.51427 
2 .54580 
2. 57059 
2. 50399 

X 
s 
c.v. 
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Recuperado 

99.95 
100.04 
100.56 

99.48 
101. 80 
100. 51 

100.3930 
o .7978 
0.7947 ~ 

99.94 
100.36 

99. 63 
101. 54 

98.96 
99.82 

100.0420 
o. 8655 
0.8651 % 

99.91 
99.96 
99.10 

100.34 
101.32 

98.69 

99.8860 
0.9291 
0.9302 % 



Cene. adicionada 
(ng/5 pl) 

1.2685 
1.2685 
1-2685 
1.2685 
1.2685 
1.2685 

1-9028 
1.9028 
1.9028 
1-9028 
l. 9028 
1.9028 

2.5371 
2.5371 
2.5371 
2.5371 
2.5371 
2.5371 --

TABLA No. 8 

EXACTITUD DEL METODO DE 

LEUCINA-ENCEFALINA 

Conc. recuperada 
( ng/5 ,1.n) 

l. 26800 
1,26787 
1.28753 
1. 27555 
1. 27745 
1.27052 

l. 90493 
1.90185 
l. 92138 
1.90850 
1.88232 
1. 92180 

2. 53589 
2.53493 
2. 53473 
2.54580 
2.51122 
2.54911 
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% Recuperado 

99.96 
99.95 

101.50 
100.55 
100.70 
100 .16 

X 100.4700 
s 0.5911 
c.v. 0.5883 % 

100 .11 
90.95 

100.97 
100.30 

98.92 
100.99 

X 100.2066 
s 0.7662 
c.v. 0.7647 .,, .. 

99.95 
99.91 
99.90 

100.34 
98.98 

100.47 

X 99.9250 
s 0.5223 
c.v. o.5227 % 



o 
L .:: 
< 

LINEARIDAD DEL SISTE~A DE 

METIONINA-ENCEFALINA 
-------·----·· 

Concentración 
(ng/5 ,ul) 

Altura 

0.6211 39.5100 
1.2685 82.3333 
l.9028 124-1846 
2.5371 163.4445 
3.8056 249.5207 
5.0741 328.4720 
6.342~7---------~-~4~1~º~·~º~6~7~5:__¡ 

· La recta de regresión es: 
y 64.7788 X 0.2036 

<i'RAF!CA N• 5 
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450.00 

400.00. 

350.00. 

300.00. 

o 250.00 L. 
~ ... 

< 200.00 

150.00 

100.00 

50.00 

0.00. 
0.00 

TABLA N• 10 

LINEhRIDhD DEL SISTEMh DE 

LEUCINh-ENCEFhLINh 

Concentración 
( ng/5 }ll) 

0.6211 
1.2685 
1. 9028 
2.5371 
3.8056 
5.0741 
6. 34 27 

La recta de regresi6n es: 

Y = 64.4844 X 

fi71AFICA N• 

<> 
<> 

<> 

<> 

1.00 2.00 3.00 
Con con t.rac lÓn 
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6 

<> 

Altura 

40. 2560 
82.7186 

123.3962 
.161.3820 
246.5220 
323.9290 
411.3020 

0.0365 

<> 

4.00 5.00 
e no/S_,.,1 > 

<> 

6.00 7.00 



Tiempo de retención (mi!1) 

'"umatograma de la curva de Calibración ·de 

lu:• derivados do Mct-cncefatina y Leu-encefalina 

con fl.uorescamina 
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Cene. adicionada 
(ng/5 .µl) 

0.6211 
1.2685 
l. 9028 
2.5371 
3.8057 
5. 0741 

La recta de 

200.00 

160.00 

120.00 

80.00 

TABLA N• 11 

LINEARIDAD DEL METODO DE 
METIONINA-ENCEFALINA 

conc. recuperada % Adicionado 
(ng/5 ,ul) 

0.6140 24.48 
1.2510 49.99 
1.8799 74.99 
2.4935 100. 00 
3.7493 150.00 
5.0077 199.99 

regresi6n es: 
y o.9860 X + o. 0043 

<i'ilAFICA N• 7 

·A 

A 

A 
40.00 

A 

0.00 
0.00 40.00 80.00 120.00 160.00 

• Ad le \on odo 
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% Recuperado 

25.12 
49.31 
74.10 
98.28 

147.78 
197.38 

A 

200.00 



o 

~ 
~ .. 
~ . 
'" .. 

Conc. adicionada 
(ng/5 ,ul) 

0.6211 
1.2685 
1. 9028 
2. 5371 
3.8057 
5.0741 

TllBlil ,\'• 12 

LINEARIDAD DEL METODO DE 

LEUCINA-ENCEF!\LIN!\ 

Conc. recuperada % Adicionado 
( ng/5 .ul) 

0.6388 24 .48 
1.2769 49.99 
l.9043 74.99 
2.5335 100.00 
3. 8028 150.00 
5. lisa 199.99 

La recta de regresión es: 
y l. 0047 X 0.0306 

200.00 

160.00 o 

120.00 
o 

80.00 o 

o 
40.00 

<> 

0.00 
0.00 40.00 80.00 120.00 160.00 .. Ad le lon odo 
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., Recuperado 

25. 18 
50. 33 
75.06 
99. 86 

149.89 
201.76 

o 

200.00 



TABLA N• 13 

CONCENTRACION DE MET-ENCEFALINA Y LEU-ENCEFALINA 

EN MUESTRAS DE TALLO OCULAR DE ACOCIL f>11.ocamba11.uA cla.11.ki..·L. 

NV de Muestra Met-encefalina Leu-encefal ina 
(ng/tallo) (ng/tallo) 

1 0.6703 0.9493 

2 0.4387 0.4609 

3 0.9946 0.6755 

4 1.2736 0.2838 

5 0.7718 0.3738 

6 0.8907 o. 7624 
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5. A NA L I 5 I 5 /) l 'illSUlTAIJOS 

Se desarrolló un método por cromatografía líquida de 

alta resolución (CLAR) en fase reversa con detección de 
fluorescencia, para la cuantificación simultanea de Met

encefalina y Leu-encefalina en el sistema nervioso de 

acocil rnocambanu4 cLanklL. 
El trabajo experimental consistió en el estudio de las 

condiciones cromatográficas y la validación del método para 

la cuantificación de estos péptidos. 

5.1 lLecclón de LoA /lLtnoA deL detectan de /LuoneAcencla 

El proceso de fluorescencia puede ser descrito como 

sigue: Una molécula absorbe un fotón de cierta longitud de 

onda y es excitado a niveles más altos de energía. Una por

ción de esta energía es perdida {generalmente como calor) y 

la otra porción de energía absorbido decae al nivel de 

energía inicial, con la emisión de un nuevo fotón, esto 

ocurre en un tiempo de vida de nanosegundos. La 1ongitud de 

onda de emisión es siempre m~yor (de baja energía} que la 

1ongitud de onda de excitación (13). 

Se deben elegir adecuadamente los fi1tros del detector 

con la longitud de onda de excitación y emisión máxima de 

los compuestos fluorescentes para que el fluorometro sea 

más selectivo y sensible. Por lo anterior se escogieron los 

filtros de excitación y de emisión respectivamente de: 254 

y 338 nm para el análisis de las encefalinas con fluorescen 

cia nativa, y de 395 y 450 nm para las enccfalinas deriva

das con fluorescamina; por ser los filtros disponibles en 

el laboratorio que más se aproximan a la máxima longitud de 
onda obtenido en los espe~tros (fig. 5 y 7). 
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5.2 lLecclón de La /a4e móvcL 

La fase móvil en cromatografía líquida de a1ta resolu

ción juega un importante papel en 1os procesos de separa

ción. Esta inf1uye en los tiempos de retención del so1uto 
sobre la columna y por lo tanto en la separación de los 

compuestos y la selectividad (16). 

En CLAR de fase reversa la fase móvil generalmente 

está constituída de agua o una solución amortiguadora con 

uno 6 dos disolventes orgánicos, los más utilizados en el 
análisis de péptidos son: el acetonitrilo, metano!, 2-pro

panol y tetrahidrofurano (16); la proporción de estos de

pende de la polaridad del compuesto. 
La máxima separación óptima de dos compuestos por uni

dad de tiempo, está dado por el factor de capacidad (k') 

que se obtiene por la variaci6n de la composición de los 
disolventes en la fase móvil. Los disolventes se eligen en 

base a su polaridad, que es la fuerza con que se llevan a 
cabo las interacciones intermoleculares del soluto con el 
disolvente, y se encuentra representada por la serie eluo

trópica. En CLAR de fase reversa valores de le• pequeños 

implican una resolución deficiente, y por lo tanto es nece

sario utilizar otro con mayor polaridad o cambiar la compo
sición de la mezcla de disolventes para ajustar la polari
dad (23). 
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SERIE ELUOTROPICA DE LOS DISOLVENTES MAS UTILIZADOS 

EN LA DETERMINACION DE PEPTIDOS 

DISOLVENTE 

Agua 
Acetonitrilo 
Metano1 
2-propanol 
Tetrahidrofurano 

POLARIDAD 

10.2 
5.8 
5. 1 

. 4.0 
4.0 

CONSTANTE DIELECTRICA 

so.o 
37.5 
32.7 
20.3 
7.6 

Para elegir la fase móvil que nos permitiera una buena 

reso1ución y sensibilidad se hicieron pruebas por ensayo y 
error. Las fases móvi1es que proporcionaron mejores resul

tados son: 

a) Agua/2-propanol 

b) So1uci6n amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 3.0/ 

acetonitrilo 

e) Agua/acetonitrilo:tetrahidrofurano (1:1) 

En la primera fase móvil aunque no se observa una re

So1ución de la Met-encefalina y la Leu-encefalina bajo con

diciones isocráticas, cuando se emplea un gradiente lineal 

de 2-propanol (6.5 % al 50.79 %), si es factible la separa

ción,presentando algunas desventajas bajo estas condiciones: 

pobre reproducibilidad, tiempos de análisis muy largos, 

coleo de 1os picos. 

La segunda fase m6vi1 se eligi6 en base a los resulta

dos de K.s. Hui y coi. (19) para la separaci6n de las 

encefalinas y sus metabo1itos, y la tercera fase m6vil por 

pruebas de ensayo y error. Ambas nos proporcionan muy buena 

reso1ución bajo condiciones isocráticas; presentando mejor 

sensibilidad la fase m6vil constituida por el 76 % de agua 

y 24 % de acetonitrilo:tetrahidrofurano (1:1). 
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Estas fases m6viles aunque no son de utilidad para la 

cuantificaci6n de Met-encefalina y Leu-encefalina en e1 

sistema nervioso de acocil por CLAR con detector de fluo

rescencia, tienen la ventaja de que pueden servir para la 
realización de otras pruebas posteriores para la confirma

ción de su identidad, mediante la recolección de fracciones 

de las muestras biológicas con tiempos de retención seme
jan tes a 1os estandares. Estas pruebas pueden ser: e1 
hioensayo en el conducto deferente aislado de rat6n, deter

minación de la secuencia de aminoácidos, radioinmunoensayo, 
etc. 

5.3 éLecclón de La /aAe móvLL pa4a enAaVOA con de4lvaclón 

pnecoLumna 

Como se mencion6 anteriormente la finalidad de elegir 
una fase m6vil apropiada es la de encontrar una separaci6n 

adecuada de las encefalinas para su identificaci6n y cuan

tificaci6n. 
Para saber que tan buena es la separaci6n se cuenta 

con un parámetro denominado resolución (Rs). Un valor de Rs 
igual a uno indica una buena resoluci6n, valores mayores de 

uno indican separaciones excelentes, y valores menores de 

uno representan separaciones deficientes. 
En base ha este criterio y a los resultados obtenidos 

mostrados en la tabla NR 1, se eligi6 la fase m6vil consti

tu!da por: agua: metano!: acetonitrilo (3.0:1.5:2.0 v/v), 

por que presentó una excelente separación de Met-encefalina 
y Leu-encefalina. 
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También se observa que un incremento de metanol o ace
toni tri lo provoca que las encefalinas eluyan más rápido y 

la separación sea deficiente; y un incremento de la propor

ción de agua, una mayor retención de estos compuestos y una 

mejor separación, como la fase móvil constitu{da por: agua: 
metanol: acetonitrilo (3.5: 1.5: 2.0), pero presenta 1a 

desventaja de que el tiempo de análisis y el ensanchamiento 
del pico es mayor. 

Se adicionó 0.1 % de ácido trifluoroacético por que 

produce una disminución de la interacción de los compuestos 
con la columna de fase reversa e 18, esto es debido princi

palmente a la eliminación de la absorción de los compuestos 

a la matriz de la columna. Por lo tanto, al ácido trifluo
roacético es útil en CLAR para la separación de péptidos 
opioides, porque disminuye los tiempos de elución sin dis
minuir la resolución, además de mejorar la sensibilidad y 

la forma del pico eliminando el coleo (10). 

5,4 lLecclón de La~ condlcioneA de lngección del denlvado 

de ~et-ence/aLLna V leu-ence/aLina con fLuo~eAcamlna 

Compuestos con grupo funcional nucleÓfilo (aminas pri
marias y secundarias, alcoholes, agua, etc.) son capaces de 

reaccionar con la fluorescamina; pero solamente las aminas 
primarias dan productos fluorescentes (13). 

La reacción es rápida, la amina primaria se adiciona a 
la doble ligadura de la fluorescamina y posteriomente se 

transforma en un arreglo multipaso al fluoroforo. 
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Los principa1es factores que influyen en la reacción 

de las encefalinas con 1a fluorescamina son: el pH y el 
tiempo de reacción. 

Se realizó un estudio en el espectrofluorometro para 
saber a que pH se presentaba una mayor fluorescencia, se 
estudiaron los pHs de 7.4, 8.3, 9.7 y 10.4 con dos solucio

nes amortiguadoras, la de fosfatos y boratos 0.05 M. 

Se encontr6 que la solución amortiguadora de boratos 

0.05 M pH 9.7 presenta una mayor intensidad de fluorescen
cia en el espectrofluorómetro a una sensibilidad de 100 y 

abertura del monocromador de 0.5 

En hase a estos resultados, se realizó posteriormente 
el aná1isis por CLAR, para la solución amortiguadora de 
fosfatos 0.05 M pH 7.4, en la cual se hab!a demostrado 

que se presentaba una mayor respuesta en la reacci6n de las 

encefalinas con la f1uorescamina (56): y para la solución 
amortiguadora de boratos 0.05 M pH 9.7, para elegir el pH 

y el tiempo de reacción donde se presentara una mayor 

sensibi1idad. 
En la gráfica 2 y 3 se muestran los resultados obteni

dos, observandose que a pH 9~7 se obtiene una respuesta 
mayor a los 40 min. de reacción, además de estabilidad, ya 

que se mantiene constante hasta los 120 rnin de reacción 

aproximadamente, en cambio a pH 7.4 se observa una disminu
ción lenta de la fluorescencia con el transcurso del tiempo 
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5.5 lLecclón de La Ve2ocldad de FLu¡o 

El flujo es un parámetro que afecta directamente la 

eficiencia de la columna, y consecuentemente la separación 

de los componentes de la muestra, por lo que es necesario 

escoger el flujo óptimo de trabajo. 

La eficiencia de una columna es mejor cuanto más gran

de es el número de platos teóricos o cuanto más pequeño es 

la altura equivalente de platos teóricos (AEPT) a longitud 

de columna constante. 

~--. La AEPT se define como el largo necesario de la colum-

na para lograr un equilibrio de reparto entre la fase esta

cionaria y la fase móvil (48). 

El flujo de máxima eficiencia como se observa en la 

gráfica NO 4 es aproximadamente de 0.3 ml/min, que com

prende el menor valor de AEPT. Se sabe que sí se disminuye 

~l flujo se producirán eluciones muy lentas, coleas y aná

lisis deficientes, si esta disminución es muy poca respecto 

al flujo marcado no habrá variaciones significativas en las 

eluciones, solo los tiempos de retención se modifican. 

Se eligió un flujo de 0.35 ml/min, por que la disminu

ción de la eficiencia no es significativa, y solo se dismi

nuye el tiempo de retención de las encefalinas, y por lo 

tanto el tiempo de análisis en un 15 % aproximadamente y el 

coleo de los picos. 
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5.6 VaLldacl n deL método 

La técnica ana1ítica desarrollada se válido estadísti

camente con la inalidad de conocer su confiabilidad eva
luando así los arámetros estadísticos: especificida·d, pre

cisión, exactit d y linearidad. 

Antes de 1 a cabo la validación d~l método, se 
procedía a dem su especificidad, con este fin se 
sometieron a an lisis los péptidos disponibles en el labo

ratorio (tabla ~g 2), encontrando que los tiempos de reten

ción de estos, on diferentes a los péptidos Met-encefalinn 
y Leu-encefalin 
medición. 

y por lo tanto no interfieren en la 

La precisi n se evaluó como reproducibilidad, debido a 

que se trabajo on dos analistas y en dos días diferentes. 

Los parámetros stadísticos que se evaluaron fueron la des
viación estanda , el coeficiente de variación y el interva

lo de confianza al 95 % de probabilidad, que de acuerdo a 
los criterios t mados .como parámetros de comparación (53), 

se considera qu e1 método es·preciso. 

Coeficient de Variación.menor al 1.5 % 
Intervalo e confianza del 98 % al 102 % 
Consideran o 1a definición de exactitud, como el grado 

de concordanci entre un valor determinado y un valor de 
de referencia, e cree que el más adecuado para considerar 

sí el método cu ple con las características de exactitud ó 

no es referirlo como una raz6n de medias (Anexo 1). Dicha 
raz6n debería s_r en función de la media estimada y la me
dia teórica, qu en este caSo sería el 100 % de recobro. 

Considerando es e criterio el método también cumple con la 

característica e exactitud. 
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La linearidad del método se evaluó considerando seis 

niveles de concentración y los resultado oOtenidos se ajus
taron a una línea recta por un análisis de regresión, me
diante el método de mínimos cuadrados (40),del que se obtu
vo la ecuación de la recta: 

Met-encefalina Y= (0.9860 + 0.0377) X+ (0.0043 ! 4.3930) 

Leu-encefalina Y= (1.0047 ! 0.0430) X + (0.0306 ! 5.0035) 

de donde: X % Adicionado 

Y = % Recuperado 

Para ~aber si podrian considerarse el intercepto de 
cero y la pendiente de uno, para que el método pueda consi

derarse lineal,se sometieron ambos (intercepto y pendiente) 

a pruebas de hipótesis (Anexo 1) y se encontró que estos 

valores no son significativamente diferentes de cero y uno 
respectivamente para un niVe1 de confianza del 95 % 

El coeficiente de correlación y variaci6n dan valores 
~uy cercanos a uno, por lo que puede considerarse que el 

comportamiento de la recta se debe a un 99.99 % a la deter
minación y en Q.01 % a errores al azar. 

La identificación cromatográfica puede realizarse uti
lizando los datos de retención. Bajo condiciones de presión 

y temperatura constantes, el tiempo de retención va a ser 

característico de un compuesto dado ,Y para una fase esta
cionaria dada, por lo que puede usarse para identificar al 
compuesto. Tal identificación se basa en la comparación del 

tiempo de' retención del compuesto desconocido con el obte

nido de un componente conocido bajo idénticas condiciones. 
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Siguiendo este criterio se realizó la identificación 

de los •picos encontrados en los cromatogramas resultantes 

de la muestra de tallo ocular de acocil. 

La fig. 8 muestra los cromatogramas correspondientes 
a la Met-encefalina y la Leu-encefalina.El tiempo de reten

ción registrado para el pico que aparece en el cromatograma 
de la muestra biológica, resu1to ser muy cercano al regis

trado cuando· se inyectó la solución estandar. 

Para confirmar la identidad de los picos se adicionó 
las sustancias puras a la muestra biológica, observando un 

incremento de la altura del pico, con idénticos tiempos de 
retenci6n (fig. 9). 

Se sabe que las encefalinas son dos péptidos opioides 

endogenos encontrados en el sistema nervioso de verteprados. 
Pero para facilitar el estudio del papel funcional, se ha 

empleado es sistema nervioso de invertebrados, por su acce
sibilidad, regularidad, pequeño número y gran tamaño de los 

componentes neuronales, tal es el caso de los crustáceos, 
que facilitan la acumulación detallada acerca de su anato

mía y fisiología, por lo que eS muy importante el desarro

llo de métodos que permitan su determinación de manera 
cuantitativa. Pero en crustáceos solo existen tres estudios 

cualitativos por métodos inmunocitoquímicos que demuestran 
la existencia de encefalinas en el tallo ocular de crustá

ceos (12,21 y 29). Sin embargo,estos métodos inmunocitoquí

micos, tienen la desventaja de presentar reacciones cruza
das entre e1 anticuerpo antimarcador y otros compuestos re-

1acionados con el componente bajo estudio (37). 
Este estudio, en otra especie de crustáceos confirma 

los reportes inmunocitoquímicos en el cual se indica que 
las encefalinas estan presentes en el ta1lo ocular de crus

táceos. 
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Este trabajo experimental es el principio de una serie 
de estudios fisiológicos detallados que se realizaran en un 

futuro inmediato para poder e1ucidar la función de estos 

compuestos en el sistema nervioso del acocil. 
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6. e o 11 e L tJ s to N E. s 

De1 estudio realizado y con los datos experimentales 

obtenidos se pueden delinear las siguientes conclusiones: 
Se desarrolló y validó un método por Cromatograf Ía 

Líquida de Alta Resolución con detector de fluorescencia, 

en una columna NOVA PAK e 18, para la cuantificación simui 
tanea de Met-encefalina y Leu-encefalina en el tallo ocular 
de crustáceo Procambarus clarkii. 

Se utilizó dos condiciones de detección de las encefa

linas: con fluorescencia nativa y derivación precolumna con 

fluorescamina. 
La fase móvil encontrada para la detección de encefa

linas con fluorescencia nativa es: agua: acetonitrilo: te

trahidrofurano (7.6:1.2:1.2), en una mezcla !socrática y 

una velocidad de flujo de 0.5 ml/min. La cantidad mínima 

detectada bajo estas condiciones es de 327.916 ng, por lo 
tanto,no es recomendable para la identificaci6n y cuantifi

cación de estos compuestos, por que sería necesario una 
gran cantidad de tejido, lo que implicaría un método muy 

costoso en términos de tejido y reactivos; así como de 
tiempo y mano de obra. 

Las ventajas de utilizar estas condiciones es que per

mite separar y aislar las encefalinas, para la realización 
de otras pruebas, como son: el bioensayo para la determina

ci6n de su actividad biol6gica, la secuencia de aminoácidos 
o espectrometria de masas para la confirmación de la iden

tidad de los picos. 
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La fase móvil encontrada para la detección de tas en

cefalinas derivadas con fluorescamina es: agua: metano!: 

acetonitrilo (3.0:1.5:2.Q), en condiciones isocráticas y 

una velocidad de flujo de 0.35 ml/min. 
La ventaja de utilizar la derivación precolumna de las 

encefalinas con fluorescamina son: economía y simplicidad 
del método, además de sensibilidad, ya que permite la dete

cción de estos compuestos a nivel de nanogramos (0.6211 ng) 

También se demostró que está técnica es exacta y re

producible entre días y analistas. 
Con este trabajo se confirma los estudios inmuno.cito

químicos de la presencia dn estos compuestos en el tallo 

ocular de crustáceo. 
Con está técnica es factible evaluar la Met-encefalina 

y Leu-encefalina en las diferentes regiones del organismo 

Para poder estudiar su papel fisiológico y farmacológico. 
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Sm 

c.v. 

Sxy 

Sa 

Sbo 

bo 

hi 
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LYi 

t1 N l X O 

FORMULAS ESTADISTICAS 

x1 + x2 + ... + Xn ( 1) 

X1 + X2 + ... + Xn (2) 

= yl + y2 + + Yn (3) 

= 1 X - X 1 (4) 

(X· - Xl 2 

= l n - l 
. .. · .. (5) . 

..... (6) 

s / -rn (7) 

S/X 100 (8) 

('[ Yi - (L XiYi) 2 

\ n - 2 
(9) 

L"xi 2 

sxy n[xi2 

sxy / j[xi 2 

¿ Xi 22Yi - L Xi L Xi Yi 

"L Xi 
2 - (¿ Xi) 

2 

nLXiYi _¿ XiL_Yi 

n2: Xi 2 - ( ¿ Xi) 2 

(;:[ XiJ 2 / n 

(L Yi l 2 
/ n 

(10) 

(11) 

(13) 

(14) 

••.•• (12) 
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Procedimiento para la comparación de medias 

1) Escoger un nivel de significancia (5 % o 1 ~) 

2) Calcular el valor de las medias X, Y y calcular: 

( n 
1 

- l l s:l y ( '2 - l) s} 

3) Determinar el valor de ••t•• con la ecuaci6n siguiente: 

P (T ~ t) l - o( 

con (n 1 + n 2 - 2) grados de libertad, en tablas de distri

buci6n de ••t•• de student. 

4) Calcular to de: 

"1°2< 0 1 + 
to 

"1 + 

si "1 = "2 

to F X 

v Sx 

Criterio• 

to ~ 

to > 

"2 - 2) 

"2 

y 

2 + Sy 2 

tn g.l.. 

tn g.1. 

x y 

se acepta Ho y por lo tanto 
las medias son iguales 

se rechaza Ho y por lo tanto 
si hay diferencia significativa 
enbre las medias. 
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Análisis de Regresión Lineal 

1) Escoger un nivel de significancia 
2) Cal.cul.ar: 

D = L x2 

E = L y2 

CLXl 2 /N 

Cí.:Yl 2 IN 
donde N = número de datos 

3) Cal.cul.ar l.a pendiente (B) 

B =¡xy -2:x x¡Y/N 

D 

4) Calcular l.a oidenada al origen 
¿_y B xí: X 

A N 

5) Calcular la desviaci6n estandar 

s V<E - B
2 

X D) (N-2) 

(A) 

de los valores y 

6) Determinar el va1or de 11 t 11 de student con (nx + ny - 2) 
grados de libertad, en las 'tablas de distribución. 

7) Cal.cul.ar los l.imites de confiabilidad para l.a pendiente 

b= ! txs/vn 
B) Calcular los límites de confiabilidad para la ordenada 

al origen 

a = t X s{r. X
2 

/ND 

Ecuación de la línea recta: 

Y = (A ! a) + (B ! b) X 
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Procedimiento a seguir para prueba de hipótesis 

en regresión lineal 

a) Ordenada al origen (b) 

1) Escoger un nivel de significancia 

2) Calcular los valores de las formulas 9, 11 y 12, 

además el valor debo de la formula 13. 

3) Calcular to de: 

bo - /30 
to Sbo 

4) Buscar en tablas de distribución ''t'' student el valor 

de t con n-2 grados de libertad al nivel de signifi

cancia escogido, 

b) Pendiente (bi) 
1) Escoger el nivel de significancia 
2) Calcular los valores de las fórmulas 9, 10, 12 y 14 

3) Calcular to de: 

bi f3 i 
to Sbi 

4) Buscar en tablas de distribuci6n ''t" de student el 
valor de 11 t 11 con n-2 grados de libertad. 

Criterio: 

to ) tn g. l. 

se acepta Ho, por lo tanto no hay 
diferencias significativas de cero 
y uno para la ordenada al origen y 
la pendiente .. 

se: rechaza Ho y por lo tanto si hay 
diferencias significativas de cero 
y uno para la ordenada al origen y 
la pendiente 
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A 8 R l V I A T U R A S 

X Media 

s Desviaci6n estandar 

s2 Varianza 

c.v. Coeficiente de variación 

res Intervalo de confianza superior 

ICI Intervalo de confianza inferior 

~ Número de determinaciones 
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