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1. RESUMEN

Las anormalidades en las caracteristicas bioquimicas del liquido
cefalorraquideo (LCR) cada vez se asocian con mayor frecuencia a
enfermedades metabdlicas cerebrales, especialmente en lo referente a la
concentracion de aminoacidos. En el presente estudio se analiz6 el contenido
de glicina en el liquido cefalorraquideo de una muestra de 27 nifios
mexicanos, divididos en 2 grupos: con y sin la presencia de crisis convulsivas,
que por indicaciones médicas fueron sometidos a puncién lumbar. El objetivo
de este trabajo fué conocer las concentraciones de glicina en ambos grupos y
establecer si existian diferencias entre los mismos. Los resultados de nuestro
estudio indican que no existe diferencia estadisticamente significativa entre
las concentraciones de glicina en LCR en los grupos estudiados.

1. ABSTRACT

Biochemical abnormalities in cerebrospinal fluid (LCR) are increasingly
associated to cerebral metabolic illness, specially those related to the
concentration of aminoacids. In the present study the concentration of glicine
was analized in the LCR of a sample of 27 mexican children, divided in two
groups: with and without convulsions, for whom lumbar punction was
medically indicated. The objective of this study was to know the glicine
concentration in both groups and to detect differences between them. The
results of our study indicates that there is no statistically significance in the
glicine concentration in both groups.
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La glicina se encuentra presente en altas concentraciones en la coldgena y
-en la gelatina, y es abundante en la mayoria de las proteinas animales. Su
ingesta diaria promedio en los adultosende 3a 5 g2.

El metabolismo de la glicina se encuentra relacionado principalmente con
procesos de sintesis de gran variedad de moléculas y juega un importante
papel en la formacion de proteinas tales como la colagena, facilitando la
estructura helicoidal de la misma. Aproximadamente 50% de la glicina
ingerida por la dieta se usa en la sintesis de proteinas, cerca del 10% se
encuentra en el cuerpo como nitrgeno no protéico, 40% se excreta
directamente en la orina y 2 a 3% se excreta en heces. La glicina también
juega un papel importante en la sintesis de purinas. El catabolismo de la
glicina se realiza principalmente al convertirse en serina, pero también puede
oxidarse a glioxilato y puede formar aminocetonas3.

Entre las alteraciones del metabolismo de la glicina, relacionadas con su
aumento, se encuentran las hiperglicinemias clasificadas como cétésicas y no
cetdsicas. La hiperglicinemia no cetésica o encefalopatia por glicina (NKH,
McKusick 238300) es un error innato del metabolismo, autosémico recesivo
caracterizado por concentraciones anormalmente elevadas de glicina en
plasma, liquido cefalorraquideo y orina (sin encontrar elevaciones de 4cidos
organicos como sucede en las hiperglicinemias cetdsicas). Debido a la
existencia de un defecto enziméatico a nivel del metabolismo de la glicina, este
trastorno se ha clasificado principalmente en dos formas clinicas: la forma
neonatal y la forma tardia4. La forma neonatal es la més frecuente y grave, se
caracteriza por presentacion precoz de sintomas neurolégicos tales como
letargia, hipotonia muscular, apnea y crisis convulsivas. La mayoria de estos
pacientes fallecen en las primeras semanas de vida y los sobrevivientes

presentan retraso psicomotor importante. En la forma de presentacién tardia,



la cual es generalmente mas benigna, los pacientes desarrollan sintomatologia
neurolégica de grado variable, después del periodo neonatal®. También se ha
referido en la literatura una forma neonatal transitoria, la cual tiene une buen
prondstico® y las teorias que se tienen sobre su etiologia son las siguientes:
(1) inmadurez del sistema enzimatico, (2) presencia de un inhibidor y (3)
ausencia de un activador del sistema de ruptura de la glicina’-

El mecanismo que lleva al dafio neurolégico por aumento de las
concentraciones de Ia glicina no se ha dilucidado aun. La glicina es un
neurotransmisor inhibitorio bien conocido en la médula espinal del gato pero
tiene menor efecto sobre las neuronas corticales®5. Se ha postulado que la
inhibicion cronica de la glicina a nivel cerebral causa una excitacién neuronal
excesiva como resultado de la disminucion del control inhibitorio y un
aumento en el nimero de receptores de glicina8. Por otra parte la glicina
pudiese tener un efecto excitatorio sobre las neuronas corticales a través de la
facilitaciéon secundaria a la excitacion del receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA). Esta dltima posibilidad ha sugerido el uso de receptores
inhibitorios del NMDA como tratante de la hiperglicinemia no cetésica® 10,

La prevalencia de la hiperglicinemia no cetdsica es desconocida en parte
debido a que muchos de los pacientes fallecen a edades tehlpranas sin
diagndstico, sin embargo se estima que en Estados Unidos de Norteamérica
es de 1 en 250,000 recién nacidos, y en Finlandia es de 1 en 12,000!1 .Hasta
¢l momento se desconoce la ubicacion cromosémica del defecto, sin embargo
se sabe que se encuentra a nivel del sistema degradador o de ruptura de la
glicina, lo cual fue demostrado por Tada en 19694, Este sistema enzimatico
de la glicina esta formado por 4 proteinas denominadas P, H, Ty L yen la
actualidad se ha observado que la mayoria de los casos de hiperglicinemia no

cetosica corresponden a defectos en la proteina P9 La consecuencia clinica



de este trastorno es un dafio neuroldgico profundo y progresivol2, Adn no se
dispone de medios para la deteccién de heterocigotos, sin embargo en
algunos de los presuntos heterocigotos estudiados en una serie en Finlandia se
detectaron algunos hallazgos neurolégicos leves, alteraciones en el EEG y
alteraciones de la neurofisiologia vestibular!l. Se han utilizado para el
tratamiento aln sin resultados positivos, el benzoato de sodio, la estricnina y

el diacepam, y recientemente el dextrometorfan!3,

FIGURA 1. Férmula estructural de a glicina



2.2 Establecimiento de los valores normales de los aminoacidos

Existen multiples estudios en los que se han tratado de establecer los
valores "normales" de los aminoacidos en los diversos fluidos bioldgicos,
utilizando diversas metodologias!4, sin embargo actualmente a nivel mundial
se considera que las cuantificaciones mas exactas de aminoécidos deben
realizarse con cromatografia de liquidos de alta resolucion. En la Unidad de
Genética de la Nutricion del Instituto Nacional de Pediatria-Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, se consideran como valores de
referencia de concentracion de glicina en LCR los descritos y aceptados en la

literatura internacional!,15,16,17,

2.3 Particularidades del liquido cefalorraquideo

El liquido cefalorraquideo es una sustancia que circula en el espacio
subaracnoideo y posee importantes funciones entre las cuales esta el proteger
al cerebro y la médula espinal de lesiones, asi como transportar productos de
secrecién nerviosa, biosintesis y metabolismo celulares18,

El LCR llena los ventriculos y el espacio subaracnoideo del cerebro y
médula espinal. En el hombre su volimen es aproximadamente 140 ml y se
secreta a una velocidad de 0.5 ml por minuto. El recambio de este fluido es
muy alto, calculdndose que en un dia cambia 4 6 5 veces. La presion del LCR
es menor de 110 mmH30 en los recién nacidos y menor de 200 mmH70 en

lactantes y nifios mayores19.



El LCR es formado por la secrecion coroidea y por grandes cantidades de
~agua y sustancias disueltas que llegan por medio del mecanismo de dsmosis.
Asimismo hay difusién continua entre el liquido cefalorraquideo y la sustancia
cerebral debido a grandes superficies de contacto por debajo del epéndimo y
de la difusién a partir de los vasos sanguineos de las meninges. Es debido a
estos dos mecanismos, difusién y filtracién, que las caracteristicas de este
liquido son semejantes a las del liquido extracelular del cerebro y su
composicion es representativa del tipo e intensidad del metabolismo que‘es

llevado a cabo a nivel cerebral20,

2.4. Generalidades sobre las crisis convulsivas

Las crisis convulsivas son eventos de frecuente presentacion en la edad
pedidtrica. Se estima que ocurren de 4 a 6 casos por cada 1000 nifios. Es una
manifestacion de un proceso subyacente que afecta al sistema nervioso
central y que requiere de una investigacion exhaustiva, sin embargo en la
mayor parte de los casos no puede determinarse la etiologia de las crisis.
Existen una gran variedad de tipos de crisis convulsivas y se han clasificado
principalmente en generalizadas y parciales. Las generalizadas se dividen a su
vez en ténicas, clénicas, tonicoclonicas, ausencias, atonicas y espasmos. Las
crisis conwvulsivas parciales se dividen en simples y complejas. Las
caracteristicas de las crisis convulsivas son importantes y hay que tomar en
cuenta para la orientaciéon diagnéstica todos los factores asociados por
ejemplo: 1a duracion, los factores desencadenantes, la presencia de aurea, de
periodo postictal, anomalias en el desarrollo psicomotor y antecedentes

heredofamiliares21:22, En la edad neonatal las caracteristicas son diferentes



debido a la inmadurez a nivel del sistema nervioso central y suelen
presentarse bajo la forma de chupeteo, parpadeo y apneas. Existen una amplia
gama de causas que conducen a crisis convulsivas y no hay que perder de
vista la posibilidad de una enfermedad metabélica como probable etiologia,
sobre todo en pacientes que convulsionan sin causa aparente o después de
haber descartado las causas mas frecuentes para las edades, como son fiebre,
traumatismos, procesos infecciosos del sistema nervioso central, hipoxia,
alteraciones metabolicas de glucosa, sodio, potasio, bilirrubinas, calcio y
magnesio. Los errores innatos del metabolismo de los aminoacidos tales
como la fenilcetonuria, la enfermedad de orina de jarabe de maple, la
hiperglicinemia y las acidemias organicas se pueden manifestar como crisis

convulsivas neonatales, generalmente desde el segundo dia de vida23.

2.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucién

Los aminoacidos presentes en los fluidos biolégicos son producto de un
sistema. de transporte y metabolismo de las proteinas. Los niveles de
aminodcidos libres representan el balance entre la utilizacion de aminoacidos
por los tejidos y el catabolismo tanto de las proteinas de la dieta como de las
proteinas corporales, asi como el producto de biosintesis de otros
intermediarios, dichos niveles presentan poca variacién de dia a dia, entre
persona y persona, cuando se trata de individuos sanos, por lo tanto los
cambios del perfil de aminodcidos son indicadores importantes de una gran
variedad de condiciones fisiologicas y patologicas24.

La cromatografia es una técnica que abarca un grupo variado e importante

de métodos que permiten separar, aislar, identificar y cuantificar componentes



presentes en mezclas diversas.Todos los sistemas cromatograficos constan de
una fase moévil que fluye a través de una fase estacionaria; Los componentes
de la muestra sufren un equilibrio de distribucion entre dichas fases y este
equilibrio determina la velocidad con la que los componentes migran a través
del sistema. La fase estacionaria puede ser un liquido inmovilizado en un
soporte inerte o un solido, mientras que la fase mévil puede ser un gas o un
liquido.

El témnino cromatografia de liquidos se usa para referirse a aquellos
procesos en los que la separacién tiene lugar dentro de una columna
empacada, utilizando una fase movil liquida. La cromatografia de liquidos
permite el analisis de compuestos de muy variada naturaleza por lo que
resulta ideal para la separacion de macromoléculas y especies de interés
biomédico. En los tiltimos ailos, la cromatografia de liquidos ha presentado un
gran avance tecnoldgico en columnas, detectores y sistemas de bombeo e
inyeccidn, dando lugar a la llamada cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, siglas en inglés)25,

W



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La disponibilidad actual de métodos sensibles para determinar las
concentraciones de aminoacidos ha impulsado el estudio exahustivo de las
concentraciones y funciones de estas moléculas en los fluidos biolégicos,
entre ellos el liquido cefalorraquideo. Diversos autores en tiempos recientes
han reportado las caracteristicas del liquido cefalorraquideo en sus
poblaciones de estudio!5,16 sin embargo, casi todas estas determinaciones se
han realizado con técnica de cromatografia de intercambio de iones y
fluorometrialS,17 Actualmente existen técnicas de cuantificacion mas
complejas tales como la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC),
la cual ofrece mayor sensibilidad y precisién25 .En la Unidad de Genética de
la Nutricién, del Instituto Nacional de Pediatria y del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, de la UNAM, contamos con un cromatégrafo de
alta resolucién, asi como con personal especializado para el manejo de dicho
aparato.

En nuestro hospital, realizamos determinacién de aminoacidos en sangre y
en liquido cefalorraquideo mediante HPLC desde 1990, y nos ha llamado
especialmente la atencion el comportamiento que en algunas ocasiones hemos
observado con respecto a la glicina, la cual suele estar elevada en el liquido
cefalorraquideo en comparacion con los valores de referencia conocidos.
Estas elevaciones de glicina pueden deberse a varias causas, sin que
necesariamente correspondan a una hiperglicinemia de origen genético, es
decir existen factores que pueden causar elevacién de glicina tales como la
ingesta de anticonvulsivos del tipo del acido valproico y probablemente las

crisis convulsivas.También, en ocasiones, fallas metodolégicas pueden dar
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resultados anormalmente altos, por ejemplo cuando no se tiene la precaucién
de usar tubos que estén perfectamente limpios, o cuando se utiliza
anticoagulante en ellos, como lo reportan recientemente Parvy y sus
colaboradores26, En México no se ha realizado un estudio controlado en el
que se analice el nivel de glicina en liquido cefalorraquideo y se relacione con
la presencia de crisis convulsivas. Esto es de fundamental impdrtancia puesto
que la interpretacién inadecuada o incorrecta de los niveles de glicina en LCR
pueden llevar a errores diagndsticos que tengan implicaciones serias para el

paciente y su familia.

4. JUSTIFICACION

En el Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud se realizan al
mes aproximadamente 100 punciones lumbares en el servicio de Urgencias,
por distintas indicaciones médicas. Al liquido cefalorraquideo que se obtiene
se le realizan, de rutina, eximenes citoquimicos, cultivos bacteriologicos para
diagnéstico, pero nunca se ha estudiado en una poblacién de este tipo el perfil
de glicina ni de ningtin otro amino4cido.

Sabemos que existen algunos factores que elevan la glicina del LCR tales
como el dcido valproico pero ignoramos qué efecto pueden tener sobre la

misma eventos neuroldgicos tales como las crisis convulsivas.



También es de todos conocido el hecho de que el exceso de glicina en LCR
es deletéreo para el SNC y que existen algunos métodos terapéuticos para su
control.

Por todo lo anterior, consideramos de suma importancia el conocer los
niveles de aminoacidos, especialmente de glicina en ¢l LCR de los nifios, y

saber si se alteran estos niveles con la presencia de crisis convulsivas.

5. HIPOTESIS

I. Los niveles de glicina en LCR son mayores en los nifios que presentan

crisis convulsivas que en los que no las presentan.

II. Existe relacion entre los niveles elevados de glicina y la presencia de crisis

convulsivas.



6. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar los niveles de glicina en
el liquido cefalorraquideo mediante la técnica de HPLC de dos muestras
de nifios, con crisis convulsivas y sin crisis convulsivas, a los que se les
realiz6 puncién lumbar por distintas indicaciones médicas en el servicio de
Urgencias del INP.

7. MATERIAL Y METODOS

A) POBLACION OBJETIVO

Pacientes que ingresaron al servicio de Urgencias y que se les realiz6 puncién

lumbar por alguna indicacién médica.
CRITERIOS DE INCLUSION

= 27 nifios de sendos sexos, que se sometieron a puncion lumbar por alguna
indicacién médica en el servicio de Urgencias del INP, divididos en 2

grupos:
a) Nifios que presentaron crisis convulsivas.

13



b) Niilos que no presentaron crisis convulsivas.

- Hoja completa de concentracién de datos. .~

CRITERIOS DE EXCLUSION
- Puncién lumbar traumatica (macroscopica).
- Hoja de concentracién de datos incompleta.

~ Estar recibiendo terapia con 4cido valproico.

CRITERIOS DE ELIMINACION

= Puncién lumbar ﬁaumética (microscépica).

B) DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

a) Los nifios que cumplieron los criterios de inclusién se dividieron en
los grupos previamente establecidos, es decir, nifios con crisis convulsivas y

nifios sin crisis convulsivas. Se les tomaron 1.5 ml de liquido cefalorraquideo,

14



ademds del tomado habitualmente para fines de realizar analisis citoquimico

y cultivo.

b) Los liquidos para citoquimico y cultivo se procesaron en forma rutinaria.

c)'La muestra de 1.5 ml de liquido cefalorraquideo extra se tomé en un vial
“de 2 ml, y se almacené a una temperatura de -20°C hasta su

procesamiento.

d) Se llend Ia hoja de concentracion de datos en forma completa para poder

realizar el anélisis posterior.

e) A las muestras se les procesd mediante la técnica de cromatografia de
liquidos de alta resolucion ( HPLC), la cual se describe en el Anexo 1.

C) HOJA DE RECOLECCION DE DATOS (ver Anexo 2)



8.CONSIDERACIONES ETICAS Y CARTA .DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este estudio no implicé riesgo "per se" sino que tnicamente implico la
toma de 2 ml extras de LCR en un procedimiento indicado por razones

médicas.

Asi mismo se hizo saber que no implicé beneficio clinico directo para el
paciente sino que los resultados serdn itiles como conocimiento de la

bioquimica del LCR y sgrviréﬁ de base para estudios posteriores.



9. RESULTADOS

9.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Se estudiaron 27 pacientes pediatricos, cuyo promedio de edad fue de 1.61
affos con un rango de 9 dias a 11 afios (Gréafica 1). Se encontrd una relacion
nifio/nifia de 1.4 a 1 (Gréfica 2).

El motivo de la puncién lumbar fue en el 88.9% de los casos la sospecha
de neuroinfeccion. El 7.4% se punciond por la presencia de ataxia y el
restante de los casos fue por estudio de craneo hipertensivo (Tabla 1).

En la Tabla 2 se muestra el nimero de pacientes que presentaron crisis
convulsivas, y en las Tablas 3 y 4 se muestran las caracteristicas

fisicoquimicas y citobacteriolégicas del LCR de los grupos estudiados.

9.2 NIVELES DE GLICINA EN LAS MUESTRAS DE LCR DE LA
POBLACION ESTUDIADA

Los niveles promedio de glicina en LCR en los nifios sin crisis convulsivas
fueron de 19.09 mmol/L, con una mediana de 18.460, y en los nifios con
crisis convulsivas , el promedio fue de 37.54 mmoV/L y la mediana de 12.315
(Gréfica 3).



9.3 DIFERENCIAS ENTRE LOS NIVELES DE GLICINA EN LOS
GRUPOS ESTUDIADOS

Se realiz6 la prueba de U de Mann-Whitney para los grupos con y sin

crisis convulsivas.

GRUPO n MEDIANA
Niveles de glicina sin crisis convulsivas 17 18.460
p=0.436

Niveles de glicina con crisis convulsivas 10 12.315
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TABLA 1

INDICACIONES DE PUNCION LUMBAR

INDICACIONES =

'+ 2| No  PACIENTES &

Sospecha de Neiroi waing

o

Ataxia

Craneo Hipertensivo ..




TABLA 2

GRUPOS DE PACIENTES CON Y SIN CRISIS CONVULSIVAS

“SEXO0. | No. DE PACIENTES CON - | No, DEPACIENTES SIN'
e "CRISIS CONVULSIVAS | CRISIS CONVULSIVAS ©

NINOS -

NINAS .-

TOTAL

20



TABLA 3

CARACTERISITICAS DEL L.C.R. POR GRUPOS DE PACIENTES

CARACTER'ISlTlCAS
FISICO-QU
L.CR:

o: DE PACIENTES SIN

No. DE PACIENTES CON ' |

Aspecto Normal

Con Peliciila

Proteinas Normales

Proteinas Anormales

Normal i

Rel, Glucorraqula lthemla
Anormal

21




TABLA 4

CARACTERISTICAS DEL L.CR. POR.GRUPOS DE PACIENTES

CARACTERISTICAS CITO-

BACTERIOLOGICAS DE
L.CR. 7w

No.-DE PACIENTES SIN*. | No. DE PACIENTES CON
/| CRISIS CONVULSIVAS: .

CRISIS CONVULSIVAS

No. de Células normal - -

No. de Células'Anormial -

No. de Leucocitos Normal- -

No. de Leucocitos Anormal ::

Frotis Positivos

Cultivos Positivos . -

22




Nimero de pacientes por edad y sexo
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GRAFICA 2: Proporcion entre nifias y nifios n= 27
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Grafica 3: :Niveles‘de ’Gl‘iéilnlé' en los. 2 grupos de pacientes
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10. DISCUSION

El trabajo realizado cumplié los objetivos planteados inicialmente, en
cuanto a que fue posible realizar la cuantificacién de los niveles de glicina en
las muestras propuestas.

En el presente trabajo existen muchos puntos interesantes, especialmente
en lo concemiente a la muestra estudiada; como vemos en la Gréfica 1, los
grupos de edad no son totalmente homogéneos puesto que hay mas pacientes
de edades menores, es decir entre dias y meses y pocos pacientes del grupo
de escolares. Este hecho puede haber influido en los valores del glicina, dado
que con la edad dichos valores pueden ser diferentes, esto debera ser tomado
en cuenta para la rez;lizacién de proximos proyectos en los que se
cuantifiquen aminodacidos en LCR.

Llama la atencion que el motivo principal de la realizacién de la puncién
lumbar fue la sospecha de neuroinfeccion en este grupo estudiado, y en dicho
caso ademas de las anomalias citologicas y fisicoquimicas (aspecto
xantocrémico, 122 mg% de proteinas, hipoglucorraquia y celularidad de 575
celulas con 85% de PMN y 15% de linfocitos) encontramos niveles de glicina
muy elevados, 226.72, yvrgsalté el hecho de que este paciente pertenecié al
grupo de nifios con crisis convulsivas.

Estadisticamente no ekisgiékc‘(‘melacién entre- ninguno de los pardmetros
citoquimicos con-los niv‘éles‘f de gbliyc’iha' exglepto la glucorraquia. Es decir
existio una correlacion. de Peér§<§ﬁ" pdéitiy{a_ d‘e>0.44_5ventre los niveles de

glicina y de glucosa del LCR. "~ .~
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En relacion a los niveles de glicina entre los grupos estudiados podemos
inferir que no existe diferencia significativa entre ambos grupos, es decir que
la diferencia de las medianas de los valores de glicina no es lo
suficientemente grande como para excluir la posibilidad de que la diferencia
se deba a variabilidad aleatoria de la muestra.

Nuestros resultados muestran que Ia concentracién de glicina no es mayor
en los pacientes que presentan crisis convulsivas, sin embargo nos llama
mucho la atencion el hecho de que el valor mds alto de glicina encontrado en
la muestra fue el de un paciente con crisis convulsiva y con neuroinfeccion.
Seria interesante, en proyectos futuros, medir los niveles de glicina en
pacientes con neuroinfeccion comprobada y ver si el contenido de glicina esta
correlacionado con este hecho, incluso seria interesante conocer si este
aminodcido pudiese tener valor prondstico en la evolucion de los procesos

neuroinfecciosos.

27



11. CONCL.USIONES

Los niveles de glicina en el liquido cefalorraquideo en los nifios con y sin
crisis convulsivas son similares, es decir no existe diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.
En un caso dentro del grupo de pacientes con crisis convulsivas, cuyo

liquido cefalorraquideo  presenté  anormalidades citoquimicas de

neuroinfeccion, la concentracion de glicina fue extremadamente elevada.
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ANEXO 1

TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCIONS,14

INSTRUMENTACION

Cromatografo de liquidos Waters, constituido por un controlador
automatico de gradiente, modelo 680, con dos bombas 510, inyector U6K, e
integrador modelo 740.

Detector de fluorescencia modelo 420, longitud de onda de excitacion de

338 nm, longitud de onda de emisién 425 nm.

L. Condiciones cromatograificas
Columna:C-18 Nova-pack (Millipore), de 15 cm x 3.9 mm, tamaiio de

particula de 4 pm, esférica. El corrimiento cromatografico se realiza a
temperatura ambiente.
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IL Sistema de gradiente empleado:

Tiempo Disolventes
(min) %A %B
0 83 17
35 - 45 55
50 16 84

I11. Disolventes

A: Amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH de 7, ﬁltrado a traves de :
membrana de Millipore de 0.45 M

B: 45% amortiguador de fosfatos 0.02M, pH de 7.0, 55% acetohitrilo '
(Baxter), filtrado a través de membrana de 0.22um (Millipoi'e).

OPA-Etanotiol: El reactivo contiene: 20mg de orto-ftaldehido (Sigma) y
10p! de etanotiol (Fisher) en 1 ml de metanol (Baxter).

IV. Curvas de calibracién

El analisis cuantitativo se realiza con el metodo de estandar intemno,
construyendo curvas de calibracion de los SIgulentes am1noac1dos ‘Glicina,

arginina, taurina, ornitina, lisina, alanma 1soleucma treomna, glutamma
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aspartico (Sigma), valina, metionina, leucina, tirptofanb (Merck) serina,
- glutamico (Calbiochem), y tirosins (Fisher), preparando dllucwnes entre 50’ y
750 puM. Como estandar interno se utiliza ‘una dlSOlLIClOIl de ﬂuroro-‘ :

fenilalanina (Sigma) de concentracién 20 pM.

V. Procedimiento

1. 50Ml de LCR se mezclan con 1 ml de estandar interno.

2. Se centrifugan 5 minutos.

3. A 100 pl de sobrenadante se le agregan 20 pl de amortiguador de boratos y
20 ul de derivatizante.

4. Se esperan 2 minutos, y se inyectan 5 pl en el cromatdgrafo.

5. Se obtiene el comatograma para su andlisis posterior.
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