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RESUMEN

El estudio de los procesos bioquimicos que estin involucrados en el aprendizaje y la
memoria permiten su caracterizacion y entendimiento. Los resultados obtenidos gracias a la
investigacion bdsica, seran aprovechados por la investigacion aplicada y el desarrollo tecnolégico,
entre otras cosas para el diagnostico oportuno de trastornos del aprendizaje y la memoria y para el

desarrollo de nuevas y mejores terapias contra estas enfermedades.

Resulta esencial para las ciencias quimicas y bioquimicas el analisis de muestras bioldgicas
complejas con el fin de conocer Jos compuestos presentes y su concentracion. En particular, en el
estudio de los procesos de aprendizaje y memona, las muestras obtenidas por microdialisis del
espacio intersticial celular en estructuras cerebrales de ratas, arrojan informacion valiosa respecto a
las sinapsis quimicas necesarias para que se complete una tarea, de esta manera es posible elucidar
los procesos bioquimicos que se llevaban a cabo en el momento del muestreo. Estas muestras son
sumamente complejas y aunque unicamente conticnen moléculas de pequeiio tamafio molecular,
estan cargadas de una gran variedad de compuestos con diversas propiedades que son susceptibles a
la degradacion si se encuentran en condiciones desfavorables, asimismo el tamaiio de la muestra esta
muy limitado por el tamaifio de la estructura cerebral que se desee monitorear y por el tiempo en el
que se dispara una sefial, ademas de que se requiere la discriminacion completa de los compuestos
de interés, los cuales representan un porcentaje minimo de la muestra y se encuentran mezclados
con otros de estructura y propiedades muy semejantes. Por todas estas condiciones, es necesario un

sistema de separacion muy eficiente y una deteccién sumamente sensible y especifica.



La electroforesis capilar ha tenido un enorme impacto en la investigacion bioquimica debido
a que proporciona una alta resolucién en la separacion de compuestos estructuralmente muy
similares a partir de matrices complejas. Aprovechando las ventajas que ofrece esta técnica, en
comparacion con la HPLC, se desarrollé un método analitico que conjunta el empleo de la técnica
de microdialisis durante el subproceso muestreo, la separacion y deteccion de los neurotransmisores
de interés mediante cromatografia electrocinética micelar ( modalidad de electroforesis capilar) con

deteccion por fluorescencia inducida por laser.

Debido a las exigencias determinadas por la muestra de interés, la deteccion por
fluorescencia inducida por laser fue seleccionada para alcanzar una alta sensibilidad, esto obligd a
incluir un procedimiento de derivatizaciéon durante el subproceso tratamiento de muestra y a la vez,
debido a la similitud estructural de los denvatizados formados, fue necesario usar una modalidad de
la electroforesis capilar mas compleja, por lo que se implementd la separacion por cromatografia

electrocinética micelar.

El método desarrollado comprob6 ofrecer respuestas lineales durante el rango de
concentraciones elegidas para cada neurotransmisor, resulté completamente automatico y demostro
ofrecer una mejor resolucion temporal en la cinética de liberacion de glutamato y norepinefrina, en

comparacion con otro método por HPLC, con detector de fluorescencia inducida por laser.

xi



I Introduccién

L. INTRODUCCION

1.1. LA SINAPSIS QUIMICA Y LOS NEUROTRANSMISORES

1.1.1. Comunicacién neuronal

El encéfalo humano contiene alrededor de 100 000 millones de neuronas [1], cada una con la
capacidad de establecer contactos con muchas otras células. Para que la comunicacién entre este
gran numero de elementos se efectie es necesanio un mecanismo altamente eficiente llamado
sinapsis, que se refiere a los contactos fumcionales entre neuronas. Los tipos de sinapsis se pueden

dividir en dos grupos generales: Las sinapsis eléctricas y las sinapsis quimicas.

Las sinapsis quimicas permiten la comunicacién a través de la secrecién de
neurotransmisores; en este mecanismo, los agentes quimicos que son liberados por las neuronas
presinapticas producen un flujo secundario de corriente en las neuronas postsinapticas al activar
moléculas receptoras especificas. La secrecion de los neurotransmisores se activa por canales de
calcio activados por voltaje, los cuales elevan los niveles de calcio en el interior de la terminacién
presinaptica, y esto favorece que las vesiculas sinipticas (organelos presinapticos que almacenan
neurotransmisores) se fusionen con la membrana y liberen su contenido en el espacio intersticial
entre Jas células presinapticas y postsindpticas (Figura 1), luego de esta exocitosis los
neurotransmisores se difunden en toda la hendidura siniptica y se unen a receptores especificos
ubicados sobre la membrana de la neurona postsinaptica. Con la interaccion del neurotransmisor
con su receptor, se abren o cierran los canales de la membrana, aumentando o disminuyendo la

probabilidad de que la neurona dispare un potencial de accion.



I Introduccién

Figura 1. La sinapsis quimica

Modificado de Herminia Pasantes, De nenronas, emociones y motivaciones, México 1997 Fondo de Cultura

Econémica, Capitulo 1.

1.1.2. Los Neurotransmisores

Los neurotransmisores son seifiales quimicas liberadas por las terminales nerviosas
presinapticas en el espacio sinaptico. Los neurotransmisores son moléculas sintetizadas.
empaquetadas y liberadas por vesiculas en la célula presinaptica, que se unen a sus receptores en una
o mas células postsindpticas y que son rapidamente eliminadas o degradadas. Existen muchas
moléculas que actian como neurotransmisores y que pueden clasificarse de acuerdo al tamaiio de la
molécula en neurotransmisores de molécula pequefia y neuropéptidos (forrnados a partir de 3 a 36
aminodcidos).
Los neurotransmisores de molécula pequeiia son, de acuerdo a su paturaleza quimica:

‘Catecolaminas: dopamina, noradrenalina y adrenalina.

- Aminoacidos: glutamato, aspartato, dcido y-aminobutirico (GABA) y glicina.
Acetilcolina (de estructura lineal)
Serotonina (con nicleo indélico)

Histamina (nicleo de imidazol)



1. Introduccion

Como se comentd anteriormente, los neurotmnsmisbres son producto de la comunicacién
neuronal via sinapsis quimica, por lo que cada vez que un organismo requiera establecer, inhibir o
modificar este tipo de comunicacidn, se alterard la liberacton de los neurotransmisores y por tanto su
concentracion en el espacio intersticial.

Partiendo de este hecho, se han desarollado numerosas investigaciones donde se demuestra
que la concentraciéon de uno o varios neurotransmisores correlaciona con un estado fisiologico
determinado. Principalmente se ha logrado describir la presencia de neurotransmisores de molécula
pequena en funcién de algunos desordenes neurolégicos, patologias especificas, dosificacion de
farmacos, efectos neurotdxicos de algunas drogas y en funcion del compornamiento y percepeion de

estimulos externos [2.3].
1.1.3. Monitoreo de la liberacion de los nenrotransmisores

Entre los estudios que se han desarrollado monitoreando el nivel de cierto neurotransmisor
en funcién de alguna actividad se encuentran los practicados durante las tareas de aprendizaje y
memona. En particular durante el aprendizaje gustativo se ha descrito la relacion que se guarda
entre los niveles de dopamina, acetilcolina, glutamato y norepinefrina con la presentacién de un
estimulo gustativo nuevo, un estimulo gustativo familiar, el condicionamiento aversivo a los
sabores' y con el aprendizaje de lo seguro’ [4, 5, 6, 7,8]. El estudio de los niveles de la liberacién de
neurotransmisores a lo largo de una tarea cognoscitiva, podria permitir elucidar los procesos
bioquimicos involucrados, asi como descubrir y enlistar las estructuras o regiones neuronales

participantes.

! Asociacion de un estimulo gustativo nuevo con un malestar gastrico (cominmente inducido por la inyeccion
intraperitoneal de cloruro de litio), lo que conduce a que dicho sabor sea clasificado como aversivo. El animal aprende
que no debe consumir el alimento con ese sabor.

? Clasificacion de un muevo sabor como seguro pues no se asocia con ningjin malestar.

3
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La principal técnica que permite monitorear la presencia de moléculas pequedas en el
espacio extracelular en tejidos vivos es la Microdidlisis, ésta consiste en el intercambio de moléculas
a través de una membrana semipermeable, siguiendo gradientes de concentracion, lo que permite
extraer o introducir sustancias en maftrices quimicas complejas.

El muestreo por microdialisis consiste en la perfusion de una solucién isoténica que fluye
lentamente desde un lado de 1a membrana y que entra en contacto con el espacio intersticial de una
estructura o tejido de interés al otro lado de la membrana, la solucién isotonica alcanza el equilibno
con respecto al fluido extracelular del tejido y asi el analista recupera una solucion que contiene una
proporcion representativa de los compuestos extracelulares presentes al momento del muestreo, de
manera que un anilisis cuantitativo de las moléculas recolectadas en las fracciores de

microdializado refleja el patrén de liberacion temporal en el fluido extracelular. (Figura 2).
Fuio de enlrada
B Pertusicn

Pajo de salida
Microdializado {

do dibsis |

Figura 2. Microdidlisis: (A) Migracion de las moléculas a través de 1a membrana de microdialisis (B) Diseno
comercial de la membrana y tuberia para microdialisis en ratas. Modificado de Monika Orlowska-Majdak [9].
Las muestras obtenidas por microdiélisis se analizan por distintas técnicas de separacion e
identificacién, lo que nos permite, dependiendo del tipo ¢ instrumento de analisis, desde
simplemente estar al tanto de la presencia o ausencia de una molécula, hasta determinar la

concentracion exacta de una serie de compuestos presentes en la muestra.
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La técnica mas usada para analizar las muestras obtenidas por microdiilisis en sistema
nervioso central, especificamente para determinar neurotransmisores, ha sido al cromatografia de
liquidos de alta resolucién (CLAR) con deteccion UV, y con deteccién electroquimica, siendo 1a
tlhima la mas usada ya que resulta selectiva, muy sensible y ofrece alta eficiencia en la separacion,
ademas es posible encontrar métodos analiticos bien establecidos y faciles de montar en el
laboratorio y existe la opcién de comprar paquetes de reactivos (o Kits) que contienen todo lo
necesario para el anilisis, incluyendo el procedimiento a seguir.

A pesar de todas estas ventajas que ofrece la CLAR, la deteccion electroquimica debido a
que es muy selectiva, limita el anlisis a compuestos de la misma paturaleza quimica, y requiere de
columnas y condiciones especificas para neurotransmisores de distinta naturaleza, ademas el
volumen de muestra minimo requerido es de 20 a 30 pl, lo que implica un monitoreo poco
detallado en funcién del tiempo.

Una técnica analitica novedosa que compensa las desventajas de la CLAR en el anahsis de
este tipo de muestras, es la Electroforesis Capilar (EC), la cual al acoplarse a un detector de
fluorescencia inducida por laser (LIF), permite el anilisis simultineo tanto de aminoacidos como
catecolaminas sin restningir la sensibilidad y requiere imicamente de 5 ul. de muestra, usando sélo
algunos nanolitros para el anilisis, lo que conduce al seguimiento detallado de la liberacion de

neurotransmisores por microdialisis.

1.2. ELECTROFORESIS CAPILAR
La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica instrumental de separacién, la cual
permite la determinacién y cuantificacién de los analitos una vez separados, al encontrarse acoplada

al detector adecuado.
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La EC puede ser considerada como una nueva modalidad de la electroforesis porque ambas
comparten sus fundamentos basicos, es decir, la separacion se da en funcion de la migracion de
especies cargadas a través de un soporte por la influencia de un campo eléctrico provocado al aplicar
un voltaje, de esta manera los cationes migran hacia el electrodo negativo (catodo) y los aniones
migran hacia el electrodo positivo (anodo), obteniendo asi una movilidad particular para cada
analito que estd funcion de sus propiedades moleculares intrinsecas tales como carga eléctrica neta y
tamaiio.

La electroforesis en capilar se refiere a la migracion de especies cargadas que se encuentran
disuettas o suspendidas en un electrolito dentro de un tubo capilar de didmetro muy pequeiio. El uso
de capilares como canales para la electromigracion, ofrece varias ventajas con respecto a los
soportes solidos convencionales (clectroforesis en papel, en gel de poliacrilamida o agarosa), entre
estas la mas importante es la eficiente dispersion del calor de Joule (el calor generado por un medio
conductor al aplicarse en €l una diferencia de potencial), lo cual permite aplicar un voltaje de hasta
30 000 volts, al hallase e! captlar en un compartimiento termostatizado, lo que resulta en un tiempo
de analisis substancialmente menor, asi mismo gracias al pequefio didmetro intemno del capilar se
requieren volumenes de muestra muy pequefios para el apilisis y son necesarios tan solo unos
mililitros de amortiguador como medio de separacion, ademas la deteccion de los analitos se lleva a
cabo en el momento mismo de la separacion pues el detector se encuentra acoplado a la columna
capilar, evitando asi un paso extra para el revelado por tincion, tipico en electroforesis en gel.

1.2.1. INSTRUMENTACION

A pesar de que la EC es una técnica relativamente nueva, ha tomado un gran impulso y cada
vez son mis los trabajos que se desarrollan usandola, por esto la demanda de equipos comerciales ha
ido en aumento y actualmente es posible encontrar instrumentos completamente automatizados y

con opcion a diferentes detectores.



I Introduccion

En la Figura 3 se muestra un diagrama con los elementos bédsicos que componen un equipo
de EC, este dispone de una fuente de alimentacién vanable que puede suministrar hasta 2;0 KV
durante la separacion, un capilar de silice fundida recubierto con poliimida, un sistema de
estabilizacién de la temperatura (que puede ser un tubo que contenga al capilar a todo lo largo y a
través del cual fluya un liquido refrigerante), reservonos para el amortiguador de corrida y un
detector.

Durante la separaci6n tanto el capilar como los electrodos de platino se sumergen dentro de
los wiales que contienen el amortiguador de corrida, lo que permite establecer contacto eléctrico

entre una fuente de poder de alto voltaje y la solucién del interior de la columna capilar.

Procesador
de datos

. Figura 3. Esquema basico de un equipo de electroforesis capilar
Modificado de James P. Landers [10].

La inyeccién de la muestra se realiza reemplazando uno de los viales con amortiguador de
corrida, por otro vial que contiene la muestra en solucion. Es posible practicar dos tipos de
inyecciones, la inyeccién electrodinamica o la inyeccion electrocinética (Figura 4), la primera
consiste en aplicar presion positiva o negativa durante algunos segundos, con ayuda de una bomba y
la segunda en aplicar un campo eléctrico, de cualquier modo, la muestra es cargada dentro del

capilar para comenzar o continuar la separacién aplicando voltaje.
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Una vez dentro del capilar, los compuestos migran en funcién de sus propiedades y recorren
el capilar de punta a punta en un orden unico y reproducible para cada compuesto bajo las mismas
condiciones. En la seccion final del capilar se encuentra una ventana donde se acopla el detector, lo

que permite el registro del analisis y el trazo del electroferograma
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Figura 4. Tipos de inyeccién en Electroforesis capilar

Las columnas capilares usualmente son de silice fundida, matenal que resulta ideal por ser
quimica y eléctncaruente inerte, transparente a la mayoria de los detectores, flexable y econémico;
sin embargo la silice fundida es fragil por lo que es necesanio recubnr ¢l capilar con una capa de
poliim_ida, polimero que le confiere dureza y le permite ser manejable, pero que interfiere con la
deteccién, por lo que se raspa uma porcion de este recubrimiento para formar una ventana
transparente de aproximadamente de 2 mim, justo donde se coloca el detector. El diametro interno
del capilar varia desde 50pm hasta 100pm y su longitud se elige desde 10 cm  hasta 100 cm,

considerando que un capilar mis corto permite un analisis mas rapido.
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La separacién por EC de distintos compuestos en una muestra, se da gracias a las diferentes
movilidades que adquieren compuestos de diferente naturaleza quimica, con las condiciones de
separacton seleccionadas. La movilidad neta de un compuesto (ur), se encuenira descrita, en

términos generales de acuerdo a |a sigutente ecuacién:

Mr=(Uer + Heo) E

Donde, peo es la mowilidad el_ectroosm(m'ca o flujo electroosmético (FEO) y pgr es la
movilidad electroforética o flujo electroforénico (FEF). El pnmero corresponde al movimiento de
cationes atraidos por la carga negativa que adquiere la pared del capilar a niveles altos de pH y el
segundo es el movimiento propio de los analitos en funcion de su carga eléctrica neta y su tamaiio.

La mowilidad neta que adquinra una analito durante 1a separacion, dependera entonces de sus
propiedades moleculares intrinsecas y del FEO. Dependiendo de la carga del analuito de interés, el
FEO puede frenar su movilidad o favorecerla.

En la Figura 5, se¢ esquematiza ¢l efecto del FEO sobre la movilidad neta de analitos con
carga eléctrica neta positiva, negativa y neutra, cuando el electrodo positivo se coloca en el vial de

entrada y el electrodo negativo esta en el vial de salida (polaridad normal).

Figara 5. Movilidad neta.
Los analitos neutros migran gracias a la movilidad del flujo electroosmético, la movilidad de los cationes
aumenta debido a que se da en la misma direccién que el FEO y la movilidad de los aniones disminnye por ir
en contra del FEO. Los compuestos con mayor yty , serdn los pruneros en ser detectados

Analitos neutros Cationes Aniones
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1.2.2. MOVILIDAD ELECTROFORETICA Y FLUJO ELECTROOSMOTICO

La separaciéon de una muestra por EC ocurre al estar disuelta o suspendida en el
amortiguador de corrida dentro del capitlar, los compuestos idnicos migran de acuerdo a su carga
eléctrica neta y a su tamario a una velocidad y direccion iinica para cada molécula, lo que se registra
como tiempo de migracion. Como se explico antes, a éste desplazamiento particular de cada
compuesto se le conoce como Ligr y esta definida de acuerdo a la teoria Debye-Huckel-Henry con la
siguiente ecuacion:

p=gq/6nnr

Donde q es la carga de la particula, 1 es la viscosidad del amortiguador de cormda y r es el
radio de la particula. Por lo tanto La movilidad electroforética es directamente proporcional a la
carga neta del compuesto e inversamente proporcional a su tamaiio y a la viscosidad del soporte de
separacion.

Asi un analito con carga negativa se dinigira al Anodo con una movilidad electroforética mayor que
un compuesto menos negativo y a la vez ambos tendran mayor movilidad electroforética que un
compuesto con carga positiva, asi mismo una molécula negativa pequeiia presentara menor friccion
que una molécula de la misma carga pero de mayor tamafio y por tanto tendrd un tiempo de
migracién menor, correspondientemente todos los compuestos migraran mas rapido a medida que el
amortiguador de corrida sea menos viscoso. En resumen, a polaridad normal, primero migraran y se
registraran los compuestos més positivos de menor tamaiio, luego los compuestos neutros (sin

separarse) y finalmente los compuestos con carga negativa.
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Si la movilidad electroforética fuera la inica participante en la separacién por EC, en un
analisis a polaridad normal, sélo se registrarian los compuestos con carga positiva, pues los neutros
y los de carga negativa no son atraidos por ¢l catodo y permanecerian estiticos en un punto dentro
del capilar. La detecciéon de moléculas positivas, negativas y neutras en un mismo analisis se explica

por efecto del flujo electroosmotico.

El FEO es aquel producido por el desplazamiento de una capa de tones positivos hacia el
catodo. Esta capa mévil se forma debido a2 que a un pH mayor a 7, los grupos silanol de la pared
interna del capilar de silice fundida se encuentran en su mayoria ionizados y adquieren upa carga
neta negativa que atrae fuertemente a los cationes del electrolito de fondo (Figura 6), la atraccion
que ejerce la carga negativa del capilar sobre un catién, disminuye a medida que el catién se
encuentra mas alejado de la pared, asi los cationes mas cercanos forman una capa positiva fija y los
mas alejados forman capas que se desplazan hacia el catodo. El flujo electroosmético serd mas
fuerte a medida que el pH del amortiguador de cormida sea mas alto y los grupos silanol se
encuentren mas ionizados, por lo que en un anilisis a polaridad normal el flujo electroosmético

empuja hacia el citodo tanto a los compuestos neutros como a los de carga negativa.

Figura 6. Flujo electroosmético

1
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Se conoce como Electroforesis capilar de zona (ECZ) al tipo mas sencillo de separacion por
EC, donde la separacién de los compuestos esti en funcién unicamente de la mowilidad

electroforética y del flujo electroosmdtico, pero existen mas géneros de separacion por EC.

1.23. TIPOS DE ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar es una familia de técnicas que comparten los mismos principios
basicos pero poseen diversas modificaciones que permiten la separacion de pricticamente cualquier
matriz. El tipo de EC que se usara para el anilisis de una muestra debe ser elegido en funciéon de las

propiedades del los analitos de interés (Tabla 1) [10].

Tabla 1.
Tipos de EC para el analisis de diversos analitos [10]

Iones pequeiios Moléculas pequefias Péptidos Proteinas Oligonucleétidos DNA

ECZ CECM ECZ ECZ ECG ECG
ITF ECZ ITF ECG CECM
ITF CECM EIC
EIC ITF
ECG

ECZ: Electroforesis Capilar de Zona

MEKC o CECM: Cromatografia Electrocinética Micelar
[TF: Isotacoforesis

EIC: Enfoque isoeléctrico capilar

ECG: Electroforesis capilar en gel
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La electroforesis capilar de zona (ECZ) es el método de separacion de solutos mas simple
por EC y asi mismo es el més usado por ser prictico y versatil, en esta técnica los analitos son
separados en funcién de sus movilidades electroforéticas individuales y por el FEO. Los compuestos
separados pasan por el detector en forma de “zonas de analito™ (origen del término ECZ), lo que
permite la separacion de cualquier molécula con carga y en un mismo analisis separa aniones y
cationes con ayuda del flujo electroosmético. La ECZ es usada para analizar péptidos, iones y
enantidmeros, sin embargo no es il para separar moléculas neutras porque éstas son detectadas

juntas al ser arrastradas todas al mismo tiempo por el flujo electroosmético.

La electroforesis capilar en gel (ECG) separa las moléculas que migran de acuerdo a su
carga por efecto de un campo eléctrico usando como soporte un capilar empacado con algin
polimero que obstaculiza el movimiento de las particulas de mayor tamaiio, es empleada en biologia

molecular para separar proteinas y acidos nucleicos de acuerdo a su peso molecular.

El enfoque isoeléctrico capilar (EIC) es una técnica usada para separar moléculas
bipolares o zwitteriones que contienen grupos positivos y negativos y poseen un punto isoeléctrico
(P1) que es el pH al cual las cargas positivas y negativas se equilibran. En esta técnica el capilar se
llena con compuestos anféteros que generan un gradiente de pH que permanece fijo durante la
separacién, se coloca una solucién bésica en el citodo y 4cida en el d4nodo y la muestra se inyecta
desde el extremo del capilar con pH mas bajo, lo que la mantiene con carga eléctrica. Al aplicar
voltaje, las moléculas cargadas migran hasta alcanzar su punto isoeléctrico dondc permanecen
estaticas, finalmente los compuestos pueden ser empujados con presion hasta el detector pam su

analisis.
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La isotacoforesis (ITF) es una técnica electroforética que tiene lugar en un sistema
discontinuo de amortiguadores, consiste en inyectar primero un electrolito lider 6 guia de alta
movilidad, luego se introduce la muestra seguida del electrolito termuinal o cola, cuya movilidad
debe ser menor que cualquiera de los componentes de la muestra, asi en el momento en el que se
genera un campo eléctrico, se crea un patrén de migracion en el que los analitos migran como zonas
consecutivas dependiendo de la movilidad de cada fase. Esta técnica es itil para el analisis de
cationes y aniohes pero de manera independiente.

Finalmente la cromatografia electrocinética micelar es una técnica de separacion que se
basa tanto en principios cromatograficos como electroforéticos y que es capaz de separar
conjuntariente compuestos i6nicos y neutros en funcién de sus movilidades electroforéticas y su
particion entre una fase movil y otra semiestacionana.

Debido a esta dualidad en la separacién y a las ventajas que oftece, esta modalidad de EC es

de particular interés por lo que se explicara a detalle a continuacion.

1.2.3. CROMATOGRAFIA ELECTROCINETICA MICELAR (MEKC)

La cromatografia electrocinética micelar o MEKC por sus iniciales en inglés (Micellar
Electro-Kinetic Chromatography) es una técnica de separacion en capilar que permite el analisis
conjunto tanto de moléculas neutras o con movilidades electroforéticas muy similares como de
moléculas con carga positiva y moléculas con carga negativa.

En esta técnica, la separacién ocurre gracias a la presencia de un aditivo en el amortiguador
de commida que debe cumplir con dos condiciones: (1) ser capaz de interactuar diferencialmente con
los analitos y (1) formar complejos analito-aditivo que posean mowilidades electroforéticas

diferentes a la del flujo electroosmético.
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Cumpliendo con estas caracteristicas, los aditivos mas usados han sido los surfactantes, estos
compuestos se polimerizan en forma de agregados o micelas e interaccionan con los analitos de la
muestra creando una particion del analito entre la micela y el medio extemo, dicha particién puede
basarse en distintas interacciones como son la hidrofobicidad, la atraccién idnica, la formacion de
puentes de hidrogeno con la micela, etc.

La separacién por MEKC depende de las diferencias en las mowvilidades electroforéticas de
los compuestos y de sus coeficientes de particién entre el medio y la micela. La micela constituye
una fase seudoestacionana que migra dependiendo del tipo de surfactante del que esta constituida,

pues posee carga y en consecuencia movilidad electroforética.

tmc
tr

}{ A

Figura 7. Esquema de separacion por MEKC
En la figura 7 se presenta un electroferograma tipico de un anilisis por MEKC, se trata de
una separacién a polaridad normal y pH alto, empleando un surfactante aniémico. En esta
separacion, el pnmer pico en regisirarse (al tp) es el que corresponde al llamado marcador de flujo

electroosmotico, el cual es un compuesto neutro que no sufre interaccion alguna con la micela,
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luego son detectados por separado los compouentes de la muestra que tendrin un orden de
migraciéon de acuerdo a su carga, tamafio y afinidad a la fase seudoestacionana En general los
componentes de 1a muestra sufren interacctones, que dependiendo de sus propiedades intrinsecas,
seran de mayor o menor potencia. En este ejemplo los primeros compuestos en migrar hacia el
detector (dnodo) seran los que sean menos afines a la micela y tengan carga mas positiva
Finalmente se detectara la micela a un tiempo de migracién micelar (1), pues aunque posee carga
negativa, la separacion es a pH elevado y el flujo electroosmotico es fuerte, lo que la empuja hacia

el anodo y le permite ser detectada.

Es importante sefialar que el patrén de migracidn presentado en la Figura 7 varia
dependiendo del tipo de surfactante y la interaccion analito-micela. El surfactante de mayor uso es el
dodecil sulfato de sodio (SDS) que estructuralmente esti formado por una cola hidrofdbica y una
cabeza ldrofilica con carga pegahva, pero hay muchos tipos diferentes de surfactantes, en general
pueden ser clasificados de acuerdo a la carga de su parte i6nica en: surfactantes anionicos,

catiénicos, no-iénicos y anféteros.

Entre la gran vanedad de surfactantes disponibles, resulta de particular intecés para nosotros
el llamado deoxicolato de sodio (SDC), un surfactante aniénico que estructuralmente difiere del
SDS por presentar un hidroxilo menos en la regién hidrofébica (Figara 8). El SDC, a diferencia del
SDS no es un potente agente desnaturalizador, pero al igual que el SDS se precipita a bajas
temperaturas, no es toxico, posee una composicion definida, no presenta auto-oxidacién y es
econdmico y ficil de conseguir. En la tabla 2 se enlistan algunas propiedades fisicas que se deben

tener presentes al implementar un andlisis por MEKC empleando SDC.
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Figura 8.
Estructura quimica de los sarfactantes amiénicos Tabla 2.
Propiedades fisicas del
deoxicolato de sodio (SDC)

Masa molecular del monémero | 432 Da

Masa molecular de la micela 4200 Da

Concertacion micelar critica | 5.0 X10™ M

% CMC (m/v) 021%

En resumen, ésta modalidad de EC permite la separacion efectiva de moléculas cargadas y
moléculas neutras, por lo demas es sencillz_l, predecible, econémica y ofrece excelente resolucion de
los picos y por tanto muy buena reproducibilidad.

La resolucion es la medida de la separacion de dos picos adyacentes ¢ indica que tan
adecuado es un analisis, como lo ilustra la siguiente ecuacion. En MEKC ia resolucion esta dada en
funcion de la eficiencia, la selectividad, la particién y la ventana de migracion, parimetros que a la

vez se ven afectados por un gran nimero de variables propias de la técnica.

Yontoa de migracit
Portici Pl Lol
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o

1 — —
R _ Nl/l o — l k__’ tmc
s 4 «Q k2 + l fn
) U W— l + kl
Bl Selactividad tnw

L Eficiencia
Es la capacidad del método para evitar el ensanchamiento de banda y registrar picos
delgados y con bases angostas. Existen varnias fuentes de ensanchamiento de banda, es decir de
dispersién de la zona de migracién de un analito, entre ellas esta el calor de Joule, el tlujo no
laminar a través del capilar, la polidispersién micelar y la baja transferencia micela-medio externo

del analito.
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Las dos primeras fuentes de ensanchamiento son minimas en las técnicas electroforéticas en
capilar, pues todas son capaces de dispersar eficientemente el calor de Joule y el flujo dentro del
capilar siempre es laminar gracias a la movilidad electroosmotica (Figura 9). En cuanto a la
polidispersion micelar, se ha demostrado que es minima para micelas fonmadas con SDS [11].
Finalmente, la transferencia micela-medio externo del analito es funcion de la matriz de la muestra
pues si la muestra es afin al medio en el que se encuentra antes de la inyeccion, tardara en
dispersarse en el amortignador de corrida y esto afectara la eficiencia de la separacion, lo que se
reflejara en picos pequeiios y anchos.

Figura 9.
A) Perfil de velocidad electroosmotica @

con flujo laminar
B) Perfil de velocidad hidrodinamica
con flujo parabolico o nrbulento
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Las variables de la matnz de la muestra que afectan la eficiencia son:

Surfactantes: en general una concentracion de surfactantes equivalentes en 1a muestra y en
el amortiguador de commida, meman el tamafio del pico. Se ha reportado que uma
concentraciéon menor de surfactantes en la muestra, con respecto al amortiguador de
separacion, favorece el tamaiio de los picos pues concentra las zonas de migracion

_ Amortiguador de corrida: cuando la muestra se encuentra disuelta o suspendida en
amortiguador de corrida diluido, se beneficia el tamaifio de los picos porque la zona de un
analito es compactada por la diferencia de conductividad entre el amortiguador diludo y

concentrado.
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Solventes organicos: la adicién de solventes organicos en la muestra afecta el tamafio de los

picos pues se altera la distnbucién del analito entre la micela y la fase acuosa. Esto

representa un problema serio pues la MEKC se emplea usualmente para separar compuestos

no polares que no son solubles en agua pero si en solventes organicos, por eso es preciso

estudiar la proporcién adecuada de solvente que permita mantener la muestra en solucion y

no afecte el tamaiio de los picos.

IL Selectividad

La selectividad es la medida termodinamica de la afinidad de dos compuestos por alguna de
las fases. Relaciona los factores de capacidad de dos analitos (ky/k)), es decir, la constante de
afinidad por alguna de las fases de un analito dado con respecto a otro. La selectividad se ve
afectada por las siguientes variables:

Tipo de surfactante: los analitos de una muestra pueden interactuar de manera mas |

diferencial con un tipo de surfactante que con otro, dependiendo de sus caracteristicas

moleculares, por lo que es recomendable seleccionar el surfactante a emplear, contemplando

que tipo de interacciones son deseables o ideales.

pH: para moléculas ionizables, el valor de pH en el amortiguador de separacién es decisivo,’

pues cuando una molécula se encuentra ionizada, exhibe propiedades fisicoquimicas

diferentes con respecto a su estado no ionizado y las interacciones con la fase pseudo

estacionaria dependeran de su estado.

Tipo de amortiguador: el tipo de sal seleccionado para constituir el amortiguador de corrida

debe ser inerte con respecto a la muestra, pues de formarse complejos muestra-sal, las

constantes de afinidad de los analitos acomplejados se altera. Lo ideal es que el amortiguador

de corrida cumpla con su uinica funcién de mantener el pH estable.
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Temperatura: a medida que la separacién se lleva a cabo a menor temperatura, aumenta la
particién, debido a que la energia cinética es menor y disminuyen las interacciones analito-

micela

II. Particién
La particton o también llamada retencién, indica el tiempo que ocupara en un
electroferograma el pico de un analito, con respecto a ty y t por consecuencia de la fuerza o
debilidad de las interacciones analito-micela. Este parametro es afectado por las siguientes variables:
Concentracion del surfactante: la particion puede alterarse por la concentracion de
surfactante presente en el amortiguador de corrida y es un punto que debe estudiarse al
desarrollar un método analitico por MEKC. La concentracion de surfactame a elegir esta
limitada para bajas concentraciones por la concentracion micelar critica (CMC) que ¢s la
cantidad de mondémeros que deben estar presentes para formar las micelas y para altas
concentraciones por el tiempo de anilisis
Tipo de surfactante: el surfactante elegido define el patron de migracién porque establece
el tipo de interacciones analito-micela y la direccion de la movilidad electroforética de la
fase estacionaria. Se debe considerar que el surfactante empleado debe dar una particion
moderada para evitar que Ja mayoria de los analitos en la muestra se recarguen del lado del
metanol o muy cerca de la fase pseudo estacionaria, ademas es necesario tener €n cuenta que
‘Jos surfactantes catiénicos revierten la direccion del flujo electroosmético al interaccionar

con las cargas negativas del capilar.
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Modificadores orgdnicos: la particion puede ser modificada al agregar algin solvente
orginico {como el metanol, el isopropanol o el acetonitrilo) al amortiguador de cormda. En
concentraciones mayores al 30%, altera la polandad de la fase acuosa, lo que podria

aumentar la afinidad de algunos analitos con 1a fase externa 0 méwvil.

IV. Ventana de migracién

Se le llama asi al intervalo entre ty y e en un andlisis por MEKC, mienfras mas grande sea
este intervalo, serd mas probable tener una mejor sepamcién de 1a muestra, pero a la vez ¢l iempo
de anilisis aumenta. Cuando el movimiento total del las micelas y los compuestos en la fase acuosa
se dirigen en la misma direccidn, es posible aumentar la ventana de migracion ya sea aumentando la
movilidad electroforética de las micelas o disminuyendo el flujo electroosmotico, al modificar las
siguientes vanables:

pH: al trabajar con una micela negativa a un pH de 5 o0 menor, ésta migra hacia el anodo por

efecto de su carga y no por el arrastre del flujo electroosmético, originando que el orden de

migracién de los compuestos neutros sea reverso con respecto al orden de migracion

obtenido al trabajar con pH de 6 o mayor, donde el flujo electroosmoético es grande y la

micela es arrastrada al catodo.

Modificadores orginicos: algunos solventes como el metanol y el isopropanol aumentan la

ventana de migracion al disminuir el flujo electroosmético, pero al mismo tiempo reducen la

particion. En cambio, el acetonitrilo no afecta el flujo electroosmoético pero si modifica la

polaridad del amortiguador de comda. Se ha reportado que alcoholes lineales (C4-C8)

agregados al 0.5% en el amortiguador de comda, aumentan la ventana de migracion

aumentando la movilidad electroforética de las micelas [12].
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Capilares recubiertos: con el fin de alterar la carga negativa en la pared intema, las
columnas capilares pueden ser sometidas a diversos tratamientos que actian sobre los grupos
silanol formando una capa que recubre las paredes y las mantiene neutras en amplios rangos
de pH. De esta manera, en ausencia de micelas, el flujo electroosmoético es minimo. Esto no
es del todo cierto para MEKC pues en presencia de mucelas, se alcanza a formar un FEO lo
suficientemente potente.

Tipo de surfactante: diferentes tipos de surfactantes forman micelas con diferentes
movilidades. Si se obtienen micelas que exhiban mayor movilidad que las de otro tipo, se
amplia la ventana de migracién.

Tipo y concentracién del amortiguador de corrida: puesto que el flujo electroosmoético es
inversamente proporcional a la tuerza idnica, a mayor concentracion de sales y surfactantes
se obtiene un flyo electroosmoético mas débil y se amplia la ventana de migracién; sin
embargo, aumenta ¢l calor de Joule y se produce ensanchamiento de banda. Amortiguadores
preparados a base de sales zwitterionicas u organicas poseen una excelente capacidad
amortiguadora y son menos conductoras, por o que es posible aumentar el voltaje sin el

deterioro originado por el calor de joule.

Ademas de las variables ya sefialadas, debemos tener en cuenta las variables instrumentales que

afectan la separacion por EC sin ser especificas de la MEKC.

La longitad del capilar: al utilizar un capilar mas largo se favorece la eficiencia porque
aumenta el nimero de platos tedricos, en consecuencia se mejora la resolucion en el analisis; sin

embargo aumenta sustancialmente el tiempo de corrida.

2?2



I Imtroduccion

El difmetro interno del capilar: al aumentar el diametro del capilar se incrementa la
sensibilidad porque aumenta la cantidad de muestra cargada, sin embargo disminuye la relacion
superficie-volumen y se origina una dispersion del calor de Joule menos eficiente, resultando en la
formacion de un gradiente de temperatura a lo largo del capilar y por tamto, se presenta
ensanchamiento de banda. Se produce un efecto similar al aumentar el tiempo de inyeccién y/o la
presién de inyeccién pues se carga mayor cantidad de muestra, pero igualmente disminuye el radio
superficie-volumen.

El voltaje de separacién: al aumentar el voltaje, se reduce el tiempo de anilisis y aumenta la
agudeza de los picos, por lo tanto mejora la resolucién, sin embargo al mismo tiempo, en
amortiguadores de corrida con alta fuerza iénica, se produce mucho calor de Joule que no puede ser
eficientemente dispersado, originando ensanchamiento de banda.

Es imperativo contemplar el efecto que producira la alteracién de cada una de las variables
antes mencionadas, tanto en la resolucion como en el tiempo de analisis y estudiar las condiciones

optimas de separacion en funcion de los objetivos principales del método a desarrollar.
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1.2.5. Tipos de detectores en EC

Los avances en la tecnologia de detectores miniaturas han jugado un papel protagénico en el
éxito en la difusion de esta técnica. Actualmente la EC puede ser acoplada a una gran vaniedad de
detectores y el tipo de deteccidon a usar debe seleccionarse en funcion de las propiedades de los
analitos y del limite de deteccidén deseado. A continuacion se enlistan (Tabla 3) los tipos de
deteccion mas comunes para esta técnica, asi como sus ventajas y desventajas [13].

Tabla 3. Métodos de deteccion en EC

Método de deteccion Limite de deteccion (M) Yentajas / Desventajas
s  Universal
UV- Vis 10° - 10°* * Arreglo de diodos ofrece informacion del
espectro de absorcién.
Fluorescencia 107-10? *  Alta sensibilidad
o Comunmente requiere derivatizacion.
Fluorescencia inducida por 14 16 Sc.ns:?)ihdad umu_)a s
Liser 107" - 10 o  Comiunmente requiere derivatizacién.
o Ceostoso
s Sensible
e Selectiva, pero solo para analitos
Deteccion amperométrica 10M - 1o electroactivos.
e Requiere modificaciones electronicas y
capilares especiales.
s  Universal
Conductimetria 107 - 10* »  Requiere modificaciones electronicas y
capilares especiales.
Espectrometria de masas 10%-10° o Sensible y ofrece infamacién estructural
. . Universal
Deteccion Indirecta UV 10-100 veces menos que los . .
y ’ : . Menor sensibilidad que la ofrecida por los
direct
fluorescencia. métodos 08. métodos
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1.2.5.1. Deteccién por ﬂuormcencia.inducida por liser

Como se seilala en la Tabla 3, la deteccién por fluorescencia inducida por laser es la téenica
de deteccion optica mas sensible que es posible adaptar a un equipo de EC.

En la deteccion por fluorescencia inducida por laser, una molécula de analito fluoréforo
absorbe un fotén gue es emitido por una fuente laser a una longitud de onda de emision fija,
entonces la molécula es promovida a un nivel energético superior para después regresar a su estado
energético basal, ya sea al emitir un fotén (fluorescencia) que es detectado a una longitud de onda
de emision para trazar el electroferograma o al derivar a reacciones que conduzcan a la formacion de
productos NO fluorescentes.

Los parametros mas importantes para la fluorescencia son la absortividad, el rendimiento
cuantico y la fotoestabilidad, estos determinan la utilidad de un fluoréforo. De manera semejante a
la absorbancia UV-Vis un mayor coeficiente de absortividad indica que una molécula puede
excitarse mas con una intensidad luminosa determinada. Se conoce como rendimiento cuantico
fluorescente a la fraccion de las moléculas excitadas que finalmente emiten un fotdn, por lo que es
optimo que el rendimiento del fluoréforo sea de uno o cercano, pues de esta manera cada fotén
absorbido es emitido. Uno de los pardmetros mas importantes es la fotoestabilidad del fluordforo,
que se reporta como el promedio de ciclos de excitaciéon-emision que puede cumplir una molécula
antes de degradarse.

El objetivo esencial de un sistema de fluorescencia es excitar eficientemente al fluoréforo y
detectar una fraccion de fotones emitidos tan grande como sea posible, obteniendo un limite de
deteccion muy pequefio, sin embargo existen una serie de fuentes de ruido que limitan la
discriminaci6n de la sefial y su identificacion, las tres principales fuentes de ruido son la dispersion

de Rayleigh, dispersiéon de Raman y el ruido por Juminiscencia.
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La dispersién de Rayleigh se debe a la dispersién de la longitud de onda de excitacion y se
evita con la presencia de filtros monocromadores apropiados. La dispersion de Raman es una de las
fuentes de ruido mas senias cuando la concentracién de analito es pequefia. Finalmente, la

luminiscencia, puede deberse a Ia pared del capilar y a las impurezas en el medio de separacion.

Un sistemna bésico de fluorescencia consiste en la fuente de excitacion, los lentes opticos que
permiten que Ja longitud de onda de excitacion incida directamente sobre el capilar, los lentes que

colectan la longitud de onda de emisién y el sistema de deteccion.

La fuente de excitacién es una lampara laser, la coal debe ser de intensidad y longitud de
onda apropiadas. Las fuentes laser tienen Ja gran ventaja de emitir una linea espectral estrecha para
la excitacion y la capacidad de enfocarse a diametros muy pequefios (capilar), pero el nomero de
lineas de emision (longitudes de onda de excitacion) esta limitada por los tipos de laser comerciales.
Las lamparas laser son faciles de usar, poseen tiempos de vida media excepcionales, su consumo de

energia es bajo, poseen alta confiabilidad y ofrecen limites de deteccion extremos.

En conjunto, los métodos de deteccion por fluorescencia son los que tenen Jas mejores
caracteristicas de funcionamiento en términos de linealidad, sensibilidad y limites de deteccidn, sin
embargo muchas muestras no son fluorescentes (no son fluoréforos naturales) por lo que se deben
convertir por procesos de denvatizacion (reaccién con un fluorégeno para obtener un fluoréforo) o
deben ser detectados por alguna técnica menos restrictiva como inmunoensayos o por deteccion

indirecta.
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1.2.5.2. Procedimientos de derivatizacién

La denivatizacion es la reaccion quimica entre el amalito de interés y algim reactivo
fluorégeno que permita la obtencién de un derivado capaz de ser detectado por fluorescencia.

La reaccién de denvatizacion optima debe cumplir con diversas exigencias: debe ser capaz
de identificar una porcion molecular comim para todos los anmalitos de interés (i), debe ser
cuantitativa (i) y preferenternente el fluorégeno utilizado no debe ser fluorescente in situ (iii). Al
cumplir con dichas caracteristicas, se observa una mejora en el limite de deteccion y la resolucion,
pues de esta manera, es posible el analisis conjunto de todos los analitos de interés sin el registro
excesivo de ruido o picos ajenos, gracias a que el fluorégeno no es detectable en ausencia de la
muestra.

La seleccion del reactivo de derivatizacion es crucial para la capacidad del método, por lo
que el reactivo seleccionado debe cumplir con varios requerimientos. Para empezar, debe ser un
compuesto estable y que reaccione rapidamente y a bajas temperaturas con un alto rendimiento. Los
derivados obtenidos deben ser suficientemente estables, el exceso de reactivo y ¢l ruido que ongine
no deben perturbar la separacion. Ademas, el reactivo debe ser viable y econémico.

En ]a tabla 4 se presentan los reactivos mas comunmente usados para la deteccion de
aminoécidos y/o catecolaminas. Se detalla la longitud de onda de maxima absorcion para el detector
UV y las longitudes de emisién y excitacion para la deteccion por LIF, Asi mismo, se seflalan las
condiciones de reaccion y el limite de deteccion reportado para dichas condiciones.

Entre los reactivos reportados, el fluorégeno 3-(2-furoil)-2-quinolin-carboxaldehido (FQ) ha
sido extensamente usado para la detecciéon de proteinas, péptidos, aminodcidos, amino-azicares,
monosacaridos, oligosacaridos reducidos y para neurotransmisores de molécula pequefia, inchryendo

aminoacidos y catecolaminas [16, 17, 18,19].
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Tabla 4.
Reactivos de derivatizacion para aminoacidos-catecolaminas

Condiciones de A ex/Aem” Linzite de

Reactivo Abreviatura ion A max ® d i6n (M)
T
N ) 3487366 1X10
2-(9-Antril)eti] cloroformo AEOC TA/ 5 min 256 15X10°7
6-Amimoquinokil-N- 360/395
hydroxisuccinimidil carbamato AQC S08°C/10min 5. 3x107
Cianina Cys TA/60min  635/670 6X10*
Naftalen-2,3~dicarboxaldehido NDA TA/ 30 min 4422;90 5%10-10
Cloruro de 5-Dimetlaminonaftalen-1- .
sulfonilo Dus TA /120 min ’63570 _
Fluoruro de 2,4-Dinitrofenilo DNP 254
Isotiocianato de fluoresceina FITC TA 488/520 10x10 ™"
9-Fluoroenilmetil cloroformato FMOC TA/45s 2625g3610 34X10*
o-Ftalaldehido OPA TA / Imin 34%‘2)75 2.1X10 7
Feniltiohidantoina PTH TA/ 5 min 254 —
3-(4—caxb0)dbenzoil)-2-quinolm-
carboxaldehido CBQCA TA 442/550 s
Cloruro de Dansilo — TA / 120 min 325/600 ——
flnorescamina ' — TA 390/450 —_
3-2-furoil)quinolin-2- FQ 65°C/3min  488/590 10X10

carboxaldehido

De acuerdo con el mecanismo propuesto en la Figura 10 el FQ reacciona con ¢l grupo amino
primario en presencia de algun nucledfilo (usualmente CN'). Los derivados formados en la reaccion
de FQ con la amina primaria son estables en solucion durante aproximadamente 24 h y hasta por dos
semanas al secarlos y mantenerlos en congelacion [16]. Son excitados con una laser 16n Argén a 488
nm y poseen un rango amplio de emision, lo que facilita filtrar la dispersién Raman producida por el
solvente, ademas, el exceso de reactivo favorece el limite de deteccion sin aumentar el ruido del

anahisis pues no florece in situ.

28



I Imtroduccion

Se reporta que la reaccién de derivatizacidn es rapida y eficiente, sin embargo no existe
consenso en las condiciones de reaccién como temperatura, tiempo, concentracién, volumen de
reactivos y medio de reaccion [16, 20, 21, 22, 23]. Algunos autores indican que la reaccion se lleva a
cabo a temperatura ambiente (Molecular Probes, hojas de informacién del producto, 2001) durante
2 h, usando 2 ul de KCN 50 mM (Jonas Berquits et al., 1994), mientras que otros calientan a 40°C,
usando 100 nmol de FQ seco, con metanol como medio de reaccién y sélo 2 pul. de KCN 25 mM o
utilizan NaCN 20 mM con sélp 50 nmol del reactivo de denvatizacién seco, usando agua como
medio dé reaccion (Stoyanov Alexander et al., 2002). También se reporté una reaccion eficiente,
calentando a 65° C durante 50 minutos en la oscuridad, usando100 nmol de FQ seco y 4 ul. de KCN
25 mM sin diluir durante la reaccion

Figara 10.

Mecanismo de reaccion de FQ con amina primana
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Debido a estas discrepancias, es necesario estudiar cada una de las variables que estan
involucradas en esta reaccién de denvatizacidn, teniendo en cuenta que un mayor exceso de FQ
ofrece un mejor limite de deteccion, que tanto el FQ como los derivados son poco solubles en agua,
que es preferible diiuir los productos lo menos posible para aumentar la deteccion y que el reactivo
fluorégeno modifica las propiedades fisicoquimicas de los analitos, afectando el orden de

separacion.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El estudio de los procesos bioquimicos que estin involucrados en el aprendizaje y la
memoria permiten su caracterizacion y entendimiento. Los resultados obtenidos gracias a la
investigaciéon basica, seran aprovechados por la investigacion aplicada y el desarrollo tecnolégico,
entre otras cosas para el diagnostico oportuno de trastornos del aprendizaje y la memoria y para el

desarrollo de nuevas y mejores terapias contra estas enfermedades.

Resulta esencial para las ciencias quimicas y bioquimicas el analisis de muestras biologicas
complejas con el fin de conocer los compuestos presentes y su concentracion. En particular, en el
estudio de los procesos de aprendizaje y memoria, las muestras obtenidas por microdislisis del
espacio intersticial celular en estructuras cerebrales de ratas, arrojan informacion valiosa respecto a
las sinapsis quimicas necesarias para que se complete una tarea, de esta manera es posible elucidar
los procesos bioquimicos que se llevaban a cabo en el momento del muestreo. Estas muestras son
sumamente complejas y aunque dnicamente contienen moléculas de pequefio tamafio molecular,
estan cargadas de una gran variedad de compuestos con diversas propiedades que son susceptibles a
la degradacion si se encuentran en condiciones desfavorables, asimismo el tamafio de la muestra esta
muy limitado por el tamafio de la estructura cerebral que se desee monitorear y por el tiempo en el
que se dispara una sefial, ademas de que se requiere la discriminacion completa de los compuestos
de interés, los cuales representan un porcentaje minimo de la muestra y se encuentran mezclados
con otros de estructura y propiedades muy semejantes. Por todas estas condiciones, es necesario un

sistema de separacién muy eficiente y una deteccion sumamente sensible y especifica.
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La electroforesis capilar ha tenido un enorme impacto en la investigacion bioquimica debido
a que proporciona una alta resolucién en la separacién de compuestos estructuralmente muy

similares a partir de matrices complejas.

Por lo anterior, el objetivo primordial de este trabajo, consiste en implementar un método
para el analisis conjunto de algunos aminoicidos (glutamato y GABA) y catecolaminas
(norepinefrina y dopamina) durante los procesos de aprendizaje y memoria, en muestras obtenidas
por microdialisis del espacio intersticial de estructuras cerebrales de ratas, mediante Electroforesis

Capilar (EC).

El método desarrollado debe cumplir con las siguientes condiciones:
¥ Separacion y deteccion conjunta de aminoécidos y catecolaminas
v Alta sensibilidad para un analisis detallado con respecto al tiempo.

v" Automatizacion del método
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1. PARTE EXPERIMENTAL

El presente trabajo se desarrollé en un equipo de electroforesis capilar comercial fabricado
por Beckman Coulter, modelo P/ACE ™ MDQ Glycoprotein System, que cuenta con detector UV
de barrido y con detector de fluorescencia inducida por liser (LIF) con lampara de ion argdén de
longitud de excitacion (A ) de 488 nm y con filtros de interferencia para la longitud de onda de
emision (A ) de 590 nm y 520 nm.

La mayor parte del método fue desarrollado con la estrategia empirica y Gnicamente se
utilizé el disefio experimental para la seleccién del pH del amortiguador de corrida utilizado como
medio de separacion. Durante este estudib se analizaron las principales vanables de cada subproceso

del proceso analitico para determinar las condiciones 6ptimas de analisis.

3.1. CONDICIONES DE ANALISIS

Teniendo en cuenta las opciones de deteccidn y que se requiere un limite de deteccion muy
pequeiio para analizar las muestras, se opté por la deteccion por LIF, lo que mmplica la necesidad de
un procedimiento de derivatizaciéon durante el subproceso tratamiento de la muesﬁa que permita
detectar tanto catecolaminas como aminoacidos a una A de 488 nm.

El reactivo de denvatizacion seleccionado fue el FQ (3-(2-furoil)}-2-quinolin-
carboxaldehido), utilizando para la deteccion, primero un filtro de interferencia de A o de 520 nm y
luego un filtro de 590 nm que fue adquirido posteriormente. Ademas, se convino usar un
aminoicido no biogénico como estindar para el seguimiento de la reaccion.

Finalmente, debido a la semejanza en las propiedades fisicoquimicas de los derivados

fluorescentes formados (especialmente carga y tamaiio), se opté por la separacion por MEKC.
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3.2. SUBPROCESO MUESTREO
Este subproceso incluye la eleccion de la poblacion de ratas para los estudios, el

procedimiento quirirgico necesario para la microdialisis y la microdiilisis misma.

3.2.1. Implantacién de la ednula guia
Para los experimentos se utilizaron ratas Winstar macho, sanas, de aproximadamente 30 dias
de nacidas, con un peso de entre 260g y 280g, criadas en el bioterio del Instituto de Fisiologia

Celular y alimentadas anicamente con croquetas Harlan ™ v agua “ad libitum”.

El objetivo de este procedimiento quirirgico es implantar una canula que funciona como
guia para introducir y fijar la membrana de microdialisis justo en la estructura cerebral deseada,
guidndose por un mapa estereotixico que indica las coordenadas en tres planos con respecto a los

puntos Bregma y lambda (unién de las fisuras craneales) (Figura 11A).

Durante el procedimiento quinirgico las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico
administrado por via intraperitoneal, fueron montadas y fijadas en el esterotaxico (Figura 11B), se
les aplic6 una inyeccion subcutinea de xilocaina (anestésico local y vasoconstrictor) y se les hizo
una incision con bisturi para dejar el craneo descubierto y permitir la ubicaciéon de los puntos
Bregma y lambda a partir de los cuales se ubica el punto donde se coloca la cinula guia. Una vez
encontrada la posicion anteroposterior y lateral, se utiliza un pequefio taladro para hacer un orificio
en el crineo en dichas coordenadas, después la canula guia baja hasta la coordenada dorsoventral
donde se fija con acrilico dental sujeto con ayuda de tomillos. Finalmente, se aplican antibioticos

topicos y se permite la recuperacion de la rata por cuatro dias.
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Figura 11. Implantacion de la guia cinula. (A) Mapa estereotaxico
(B) Aparato estereotixico para la cirugia

3.2.2. Microdialisis
Pasados los dias de reposo posteriores a la cirugia, las ratas fueron habituadas en las camaras de
microdialisis para minimizar el estrés y fueron privadas de agua para acostumbrarlas a beber en el
momento mas conveniente.

El dia del experimento se insert6 la membrana de microdialisis a través de la canula guia y el
tuboﬁe entrada se conect6 a una bomba de perfusion que infunde liquido cefalormaquideo artificial
(LCRA), preparado con NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, KH,;PO, 1.2 mM, MgS50; 1.2 mM, CaCl, 2.5
mM, NaHCO; 19 mM, Glucosa 3.3 mM). Se ajusto la velocidad de perfusiony se procedio a purgar
durante 30 minutos. Se muestreé la linea base tomando al menos 3 fracciones de tiempo y volumen
definidos durante una fraccion determinada. Se present6 el estimulo gustativo nuevo, es decir una
solucién de sacarina dispensada en los bebederos donde reciben agua. Las ratas bebieron y durante
este tiempo se recolectaron las fracciones. Se contimué la recoleccion de por lo menos 7 fracciones
mas, suficiente para monitorear la respuesta debido al consumo de sacarina y para regresar a los
niveles de la linea base. En el caso del acondicionamiento aversivo a los sabores, tiempo después de

la sacarina se inyectd el LiCl, y se colectaron muestras durante la inyeccion y tiempo después.
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Las principales variables controlables que afectan el anélisis, son la velocidad de perfusion y el
tiempo de recoleccion, por lo que se ensayaron velocidades de perfusion de 0.5 y 1 pl/min y lapsos

de recoleccion de 4 y 8 minutos.

3.3. SUBPROCESO TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

3.3.1. Estabilidad del microdializado

Una de las ventajas del muestreo por microdialisis es que gracias al poro de la membrana, no
alcanzan a pasar enzimas que pudieran degradar los neurotransmisores de la muestra, sin embargo
las catecolaminas son muy susceptibles a oxidarse por lo que resulta necesario mezclar cada
fraccion colectada por microdialisis con una mezcla que contenga compuesto antioxidantes y que

evite el crecimiento de bacterias que estropeen el analisis.

Por lo tanto, se estudio el efecto de una mezcla de EDTA, acido ascorbico y 4cido acético. Se
comprobo que no afecta m la separacion, ni la reaccion de derivatizacion y se determiné la
estabilidad de las muestras por efecto de dicha mezcla antioxidante con respecto al tiempo, bajo

condiciones de almacenamiento determinadas.

33.2. Reacci()n de derivatizacién
En esta seccion se estudiaron las principales vanables controlables para determinar las
condiciones optimas de reaccion entre el FQ (derivatizante) y los neurotransmisores de molécula

pequefia que poseen grupo amino primario.

Temperatura de reaccién: Se comparo el area registrada para GABA, cuando se efectud la
reaccion a temperatura ambiente, a 40° Cy a 65° C.
Tiempo de reacci(mf Se comparo el area registrada para GABA al fijar una temperatura de

reaccion e incubar durante 40min, 60 min y 80 min.
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Orden de adicién de los reactives durante la reaccién: se estudio si existe efecto al variar
el orden de la adicion de KCN, metanol, muestra y estandar interno, en la eficiencia de la
reaccion.

Tipo, concentracién y volumen del nucleéfilo: Se seleccioné trabajar con cianuro de
potasio y se estudi6 la reaccién usando 2 uL de una solucion S0 mM y 4 uL. de una solucién

25 mM.

3.3.3. Efecto de la matriz de la muestra
Se estudio el efecto en la eficiencia de la derivatizacion y de la separacion en funcién del

porcentaje acuoso y organico en la muestra

3.4. SUBPROCESO MEDICION
Durante este subproceso se estudiaron las variables involucradas en la separacion mediante
MEKC. Las variables controlables estudiadas se clasifican en variables del amortiguador de cornda,

vanables del equipo y variables de la muestra.

3.4.1. Variables del amortiguador de corrida

Se selecciono al tipo de sal para el amortiguador, su concentracion y su pH, asi como el tipo
de surfactante empleado para formar la fase seudoestacionaria y su concentracion, Ademas se
determiné la necesidad de agregar un modificador organico, se selecciono el tipo y su concentracién

en el medio de separacion.
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3.4.2. Variables del Equipo
Se establecieron las siguientes variables: temperatura del capilar, voltaje de separacion,
polaridad de separacién, tipo de inyeccién, tiempo y presion de inyeccion y ciclo del

acondicionamiento del capilar.

3.4.3. Variables en Ia muestra
Se estudié el procedimiento para cargar la muestra y se establecio la temperatura de

almacenamiento dentro del equipo para mantenerla estable durante el anlisis.

3.5. SUBPROCESO MANEJO DE DATOS
En este subproceso se selecciono el tipo de calibracién inicial a seguir y ¢l procedimiento de
calibracion, asi mismo se ajustaron los pardmetros de integracion para ¢l anilisis de los

electroferogramas.

3.6. ANALISIS DE MUESTRAS

Se cuantificd la liberacién de GABA, dopamina, glutamato y norepinefrina en corteza insular
y se monitorearon las concentraciones de dichos neurotransmisores con respecto al tiempo, durante
la presentacién de un estimulo gustativo nuevo (sacarina 0.1%) y durante la aplicacion de la

inyeccion de LiCl via intrapenitoneal.

3.7. PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES

Los estindares de aminoacidos (GABA y glutamato) y catecolaminas (dopamina y
norepinefrina) fueron obtenidos de sigma. El KCN, el deoxicolato de sodio (SDC) y el dodecil
sulfato de sodio (SDS) fueron obtenidos de Fluka. El acido borico, €l borato de sodio, el acetonitrilo

y el metanol se obtuvieron de J.T. Baker.
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Todos los reactivos usados son grado anmalitico. Todas las soluciones acuosas fueron
preparadas con agua desionizada con un sistema Milli-Q y filtradas con un poro de 0.2 ym antes de
ser almacenadas.

El reactivo de derivatizacién (FQ) se obtuvo de Molecular Probes (Eugene, OR, USA), para

su almacenamiento el FQ disuelto en metanol (10 mM) y guardado en um desecador a -20°C.

El amortiguador de liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) usado en microdidlisis, se

preparo con NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, KH,PO,; 1.2 mM, MgSO; 1.2 mM, CaCl, 2.5 mM,
NaHCO; 19 mM y Glucosa 3.3 mM. Se ajusté a un pH de 7.4.

EL KCN usado en la reaccion de derivatizacion fue disuelto en amortiguador de boratos 10
mM, pH de 9.2, preparado en agua Milli Q.

Para la mezcla antioxidante se prepararon soluciones concentradas de Acido L-ascérbico,
Na;EDTA y acido acético, las cuales se diluyeron en agua Milli Q hasta 0.25 mM, 0.27 mM y 0.1
M, respectivamente.

Los estandares de cada aminoacido o catecolamina fueron pesados y preparados usando
material volumétrico, se disolvicron en una cuarta parte del total del volumen con mezcla
antioxidante y el resto con LCRA.

El estandar de referencia (l-metil-otreonina) fuc preparado a partir de una solucién

concentrada de 1 mg/mL en agua desionizada y filtrada, de la que se hizo una dilucién 1:100.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se préscma:én y discutirin los resultados encontrados al estudiar las
variables de cada uno de los subprocesos del procedimiento analitico, durante el desarrollo del

método y enseguida se mostraran sus parametros y la calibracién inicial,

4.1. CONDICIONES INICIALES DE ANALISIS

En ]a tabla 5 se resumen las condiciones iniciales que se establecieron para desarrollar el método
analitico, las cuales estan en funcion del objetivo del método y de las posibilidades técnicas y de
instrumentacién en el laboratorio.

Tabla 5. Condiciones iniciales de analisis

A) Deteccién Fluorescencia inducida por Laser
Laser de argon con A de 488 nm y filtro de interferencia de 590 nm

B) Denvatizante 3-(2-furoil)}-2-quinolin-carboxaldehido (FQ)

que forma derivados con A ., de 488 nm y A ., de 590 nm

C) Separacion Cromatografia electrocinética micelar (MEKC)

D) | Estandar de referencia | L-metil-o-treonina 7.5 yM

(A) En primera instancia, se opté por la deteccién por LIF debido a que en EC, es la técnica
optica que ofrece mayor sensibilidad. Esto resulta indispensable para lograr un estudio
detallado de la liberacién de los neurotransmisores con respecto al tiempo a lo largo de una
tarea cognoscitiva, pues en microdidlisis el tiempo de recoleccion de una muestra esta en
funcién de los microlitos colectados (velocidad de perfusion pl/min). Es decir, st se desea
obtener un mayor nimero de fracciones en un determinado tiempo de muestreo, disminuira

el volumen de cada fraccion, lo que exige un método de deteccion altamente sensible.
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El reactivo derivatizante seleccionado fue el FQ porque este fluorogeno forma
derivados que son detectados con el laser de i6n argén con el que cuenta el equipo en el
laboratorio y ademas reacciona con las aminas primarias que estin presentes tanto en GABA,
glutamato y otros aminodcidos, como en dopamina, norepinefrina y otros neurotransmisores
de molécula pequeiia, lo que permite su andlisis conjunto. Se reporta que los derivados que
se forman con el FQ son excitados a una longitud de onda de maxima excitacién (Apx) de
488 nm y que poseen un rango de maxima emision (Ag) de aproximadamente 590 nm
(Tabla 3). Debido a que inicialmente el equipo contaba con un tnico filtro de imerferencia
de 520 nm, se opt6 por comprar otro ﬁltro al considerar que para optimizar el limite de
deteccion del método, la excitacion debe producirse a 1a A .« de los compucstos formados y
que la longitud de onda de emisién debe pasar por ¢l filtro de interferencia mas cercano a
la A mx de emision. Se adquirié entonces un filtro de interferencia a 590 nm y s€ compararon

los resultados obtenidos con ambos filtros.

En la Figura 12 se comparan los electroferogramas registrados para glutamato 10 uM
con el filtro de interferencia de 520 nm y con el filtro de interferencia de 590 nm. En estos
resulta evidente que el limite de deteccidn se ve favorecido con el filtro de interferencia de
590 nm pues permite la deteccién de la emision mixima de los derivatizados y a la vez
elimina las sefiales emitidas por impurezas fluorescentes a longitudes de onda dispersas,
hecho que mejora indiscutiblemente la sensibilidad del método. Por tal motivo, las
condiciones de deteccion usadas fueron: detector de fluorescencia inducida por laser de 16n
argbén con A de 488 nm y filtro de interferencia de 590 nm, tal como se muestra en la

Tabla 5.
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Figura 12. Electroferogramas traslapados de ghitamato 10 uM detectado con un filtro de interferencia de 320
nm (A) y la misma concentracion detectada con otro filtro de 590 nm (B). Amortiguador de boratos 25 mM
pH=9.35, acetonitrilo 10 %, SDC 35 mM, 20 KV, polaridad normal, columna de 50 cm de longitud efectiva y

75 M de diametro intemo.

(B) La técnica de separacion elegida fue la electroforesis capilar, principalmente porque gracias

a so capacidad de analizar volimenes muy pequefios de muestra, permite el analisis de

pequeiias fracciones recolectadas por microdilisis en lapsos cortos. Sin embargo, ya que los

peurotransmisores son derivatizados previo a la inyeccion de la muestra, 1a separacién se

complica debido a que los derivados formados con el FQ poseen caracteristicas

fisicoquimicas muy semejantes y la ECZ no logra una resolucidn adecuada. Para resolver el

problema se selecciond la separacidn mediante cromatografia electrocinética micelar

(MEKC) pues con esta modalidad, ademas de la carga y el tamaiio del compuesto, 1a

separacion estd en funcidn de la afinidad con una fase seudoestacionaria determinada.

42



IV, Resultados y Discusion

(C) Se opt6 por el uso de un estandar de referencia en cada comda para lo que fue elegido el
a'minoécido L-metil-o-treonina que reacciona con el FQ para ser detectado por LIF. Este
compuesto no esti presente de manera natural en las muestras biolégicas, posee un tiempo
de migracién menor al de todos los compuestos de interés y no interfiere con la separacion.
Fue usado en cada analisis a una concentracién de 7.5 pM, lo que corresponde a una seiial
adecuada para su cotejo. La presencia de un estandar de referencia en cada analisis permite
monitorear la reaccion y la deteccion, pues el anilisis de la sefial de upa misma
concentracion del estandar en cada cormida, denuncia la eficiencia de la reaccion de
denvatizacion y de la deteccion. Es decir, si resulta que en un analisis el area del estandar de
referencia es menor en un 15%, comparada con otros analisis, la reaccion de derivatizacién
para dicha muestra pudo no ser completa, ya sea por la temperatura, el tiempo o la calidad
de los reactivos usados o bien la deteccion pudo no ser la optima, hecho que se puede
comprobar analizando el estindar de calibracion del equipo distribuido por Beckman

Couller.

4.2. MUESTREO POR MICRODIALISIS

La estructura elegida para ser monitoreada fue la corteza insular(C1)® pues esta involucrada
tanto en el procesamiento de los sabores (estimulos gustatives) como en la noscicepcion. Debido a
las dimensiones de esta estructura, s¢ emplearon membranas cilindricas de 3mm de longitud y 0.3
mm de diametro, con poro de 30 KDa por donde difunden inicamente las moléculas pequeiias y se
estudio el efecto de la velocidad de perfusion (uL de LCRA que se infunden por minuto o uL de
microdializado que se recolectan por minuto) en la sensibilidad y la resolucion temporal (cantidad

de fracciones obtenidas en determinado tiempo de muestreo) del anslisis.

? Estructura cerebral localizada en el 16bulo temporal
a3
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Una velocidad de perfusién menor permite que se alcancé mejor el equilibrio entre el LCRA
y los compuestos en el espacio intersticial celular pues se encuentran en contacto por mas tiempo y
por lo tanto es posible capturar muestras mas concentradas; sin embargo, al mismo tiempo aumenta
el tiempo requerido para obtener una fracciéon de muestra con un volumen adecuado.

Se ensayaron velocidades de perfusion de 0.5 pl/min y de 1.0 pl/min. La primera velocidad
demandé recolectar la muestra durante 8 min para obtener 4 pL en cada fraccion y con la scguhda
velocidad de perfusion se obtuvieron los 4 uL. de muestra en 4 min. Se seleccioné una velocidad de
perfusion de 1.0 pl/min debido a que es preferible monitorear con detalle la respuesta generada por
el estimulo gustativo (mejor resolucion temporal del analisis),con el fin de aumentar la probabilidad
de observar punto por punto el momento justo donde se dispara la respuesta y la magnitud de dicha
respuesta. Al mismo tiempo, dicha velocidad de perfusion ofrece un volumen de muestra suficiente

para su derivatizacion y su analisis por EC, sin afectar el limite de deteccion.

4.3. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

4.3.1. Estabilidad de la muestra

La estabilidad de un analtto en una matriz biolégica es funcién de las condiciones de
almacenamiento, de sus propiedades quimicas y de la composicion de la misma matriz. Es una
condicion fundamental para el analists conjunto y automitico de los neurotransmisores.

Las muestras obtenidas por microdialisis no contienen enzimas que pudieran originar la
degradacién de los neurotransmisores recolectados; sin embargo, €l grupo catecol presente en las
catecolaminas es muy susceptible a oxidarse y ademas, tanto los estindares como las muestras de
microdializado, se encuentran en un medio rico en nutrientes que favorece el crecimiento
microbiano. Una manera de mantener la estabilidad es 1a adicion de una mezcla antioxidante en las

muestras y estidndares.
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Se ha reportado que la mezcla a base de acido acético, ascorbico y ED'fA es eficiente para
prevenur la oxidacién de las catecolaminas y mantener la estabilidad de muestras obtenidas por
microdialisis [24]. Esto se debe a que el acido ascorbico y el acido acético son oxidados por el
oxigeno disuelto en el medio acuoso (principal oxidante de grupos catecol e indol) y por otro lado,
la presencia de EDTA favorece la estabilidad de la muestra, gracias a sus propiedades
bacteriostaticas, pues elimina trazds de metales mediante la formacién de complejos.

Al usar la mezcla antioxidante en el anilisis de muestras y estindares, se comprobd que
dicha adicién no interfiriera ni con la reaccion de derivatizacion ni con la separacién y deteccion por
EC-LIF. Para esto se compararon dos grupos, el primero de estandares de referencia (l-metil-o-
treonina) de muestras recién preparadas sin mezcla antioxidante y el segundo con mezcla
antioxidante.

Tabla 6.
Influencia de la mezcla antioxidante en la reaccion de denivabzacién y en el analisis por EC.
Analisis de I-metil-o-treonina 7.5 uM, Amortiguador de boratos 25 mM, pH 9.6, SDC 35 mM, 30 % de
metanol, 20 KV, polaridad normal, capilar negativo de 50 cm con DI de 75 pm

Areas
L-metil-o-treonina Promedio DE
Anilisis | | Analisis 2 | Andlisis 3
Con mezcla antioxidante (1:4) | 1877391 | 19311193 | 1895979 | 7694854.33 | 10060048.7

Sin mezcla antioxidante 1938586 | 1911216 | 1805925 | 1885242.33 | 70040.7649

Los valores presentados en la Tabla 6 fueron tratados con la prueba estadistica ¢ de student y
se determind que no existe diferencia significativa entre el grupo de analisis con mezcla antioxidante
y el grupo de analisis sin mezcla antioxidante, por lo que resulta evidente que la presencia de la
mezcla en la reaccion y durante la separacién, no merma la formacion de los derivados ni su

deteccion.
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A continuacién, se comprobé el periodo de estabilidad de los estandares almacenados en el
refrigerador (6°C), los microdializados almacenados a -80°C y las muestras una vez derivatizadas
almacenadas dentro del equipo a 6°C, todos en presencia de la mezcla antioxidante. Para esto se

compararon las areas registradas para cada neurotransmisor en funcién del iempo.

Tabla 7. Estabilidad de las soluciones stock
Estindares preparados a la concentracion correspondiente ep una mezcla de ligwido cefalomraquideo artificial
y % de mezcla antioxidante. Misinas condiciones de anilisis que 1as preseatadas en la tabla 6.

Tiempo
T= 4°C 0 dias 2 dias S dias 7 dias

Area | % | Area % Area % Area %

Norepinefrina(1.0mM) | 66380 | 100 | 61611 | 92.806 | 65179 | 98.190 | 68775 | 103.605
GABA (1.75mM) | 829831 | 100 | 789942 | 95.193 | 884640 | 106.605 | 733804 | 88.428

Dopamina (2.0 mM) | 202267 | 100 | 217649 | 107.605 | 172447 | 85.257 | 186201 { 92.057

Glutamato (1.5 mM) | 223628 | 100 | 208406 | 93.193 | 195514 | 87.428 | 248059 | 110.925

Los estindares fueron preparados usando un 25% del volumen final de mezcla antioxidante y
llevados al aforo con liquido cefalomaquideo artificial. Posteriormente se almacenaron en
refrigeracion a 6°C, en tubos Ependorf de 1.5 mL, protegidos de la luz con papel aluminio. Como se
puede observar en la tabla 7, la sefial arrojada (area) por cada alicuota de una misma muestra en
analisis a distintos tiempos, no varia mas del 15% con respecto al andlisis al tiempo cero. Esto indica
que los estindares que sean almacenados bajo las mismas condiciones de este estudio, permanecen

estables al menos por siete dias [25].
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Tabla 8. Estabilidad a largo plazo del microdializado
Mezcla de fracciones recolectadas por microdialisis hasta formar un pull de 100 pl. Se tomaron alicuotas de
las muestras y se almacenaron (alicuotas de 10 pl) para su posterior analisis. Mismas condiciones de analisis

que las presentadas para las tablas 6 y 7..

Tiempo
. . ) 10 di ,
T =-80°C 0 dias 2 dias 5 dias 0 dias 15 dias
Area | % | Area % Area % _Area % Area %

Norepinefrina | 106617 | 100 | 108425 | 101.696 | 107717 | 101.032 | 105130 | 98.605 | 101714 | 95.401
GABA 19096 | 100 | 19727 | 103.304 | 18468 | 96.711 | 18468 | 96.711 | 19996 | 104.713
Dopamina | 37360 | 100 | 30272 | 93.547 | 35235 | 108.884 | 32753 | 101.216 | 29235 | 90.343
Gluzmato | 190118 | 100 | 198027 | 104.160 | 191415 | 100.682 | 186101 | 97.887 | 200501 | 105.672

La estabilidad a largo plazo indica el periodo durante el cual es posible analizar un
microdializado, con la confianza de que las condiciones de almacenamiento le confieren estabilidad
suficiente a los analitos de interés. Es importante hacer notar que no se comprobo la estabilidad de
las muestras tras periodos de congelacion y descongelacion, por lo que un microdializado, una vez

descongelado, debe ser analizado de inmediato o desechado.

En la Tabla 8 se presentan las dreas registradas para cada neurotransmisor en analisis de
diferentes alicuotas de una misma muestra homogénea de microdialisis a diferentes tiempos. Cada 4
pL de microdializado fueron recibidos con | pl. de mezcla antioxidante e inmediatamente después
fueron almacenados protegidos de la luz a -80 °C, hasta ¢l momento de su andlisis. Ninguna de las
dreas registradas se encuentra fuera de rango de 85%-115%, por lo que se comprobé que los
microdializados permanecen estables por al menos |5 dias, cuando son almacenadas bajo las

condiciones antes mencionadas.

47




IV, Resultados y Discusion

Tabla 9. Estabilidad de 1a muestra preparada.
Anilisis de microdializados de corteza insular, bajo las mismas condiciones de los estudios anterjores.

Tiempo

T 6oC 0Oh 12h 24 h
Area _% Area % Area | %
- - |
Norepinefrina | ¢3¢ | 100 | 85104 | 102,201 | NA | NA
GABA | 475416 | 100 | 467969 | 98.434 | NA | NA
Dopamina | 151600 | 100 | 123659 | 101627 | NA | NA
Glutamato | ¢, 643 | 100 | 283750 | 100.784 | NA | NA

Asi mismo, es importante comprobar el periodo de estabilidad de las muestras una vez que
estan listas para su andlisis. Esto acredita la automatizacion del método, pues en una secuencia
algunas muestras deberan permanecer dentro del equipo durante el tiempo de analisis de las
primeras muestras. Por lo tanto, para este estudio se sigui6 el mismo procedimiento que se efectuara
para obtener, derivatizar y tratar las muestras durante su analisis. Las muestras se almacenaron
dentro del equipo a 4°C (temperatura minima programable), en los viales de carga correspondientes,
durante el tiempo necesario.

En la Tabla 9 se presentan las areas de cada neurotransmisor en una sola muestra obtenida
por microdialisis. En ninguno de los casos la respuesta varia en mas del 15% a las 12 h, sin
embargo, en el anéllsls de la misma muestra 24 h después, se registré6 un electroferograma
completamente descompuesto, sin picos superiores a 0.1 RFU (No Analizado), lo que indica que la
muestra no permanece estable por 24 h. Esto nos conduce a establecer que debido a que no se
analizaron tiempos intermedios entre 12 h y 24 h, las muestras no podran ser analizadas si han

permanecido bajo dichas condiciones por més de 12 h, pues su estabilidad no estad comprobada.
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4.3.2. Reaccién de derivatizacién

Eleccién del tipo y concentracién de nucledfilo. El nucleéfilo activa el ataque nucleofilico
por parte de la amina primarnia sobre el carbonilo del FQ, por lo que es esencial para la formacién
del compuesto fluorescente. Se dispuso usar KCN por ser el nucleéfilo mas empleado en las
referenc.ias y como se indica, debe estar presente en un exceso de al menos 6 veces con respecto a la
concentracion total de aminas primarias [16], por lo que se estipul6 usar 2 pl. de KCN 25 mM en la
reaccion, lo que equivale a 50 n moles y un exceso de mas de diez veces con respecto a la muestra.

La temperatara de reaccién es un factor critico para la deteccidn de los derivados con FQ,
como reporta Liu X_, journal of Chromatography A., 1998. La reaccién requiere calentamiento para
que se lleve a cabo, a pesar de Jo indicado en otras referencias [16, 20]. Ademas, en una curva de
temperatura para la reaccion de FQ con algunas aminas primanias [22], se establece que una
temperatura menor a 40°C, requiere de un tiempo de reaccion largo y a una temperatura de 50°C los
derivados se descomponen rapidamente, sin alcanzar el mismo rendimiento que con una incubacion
de menor tiempo.

Por lo anterior, se estudio el efecto de la temperatura de reaccion analizando estandares de
GABA 0.3 mM, cuando la muestra fue incubada a temperatura ambiente a 40 °C y a 65 °C, durante
una hora (Figura 13). A temperatura ambiente se registro un electroferograma practicamente blanco
con algunas senales menores a 0.4 RFU, lo que no comresponde con lo esperado para la
concentracién analizada, Se concluye que no se formé del derivado fluorescente. Cuando se incubo
a 40 °C, se observé el pico comrespondiente a GABA 0.3 mM y finalmente al incubar la reaccion a
65 °C, apenas se obtuvo un pico de 0.7 RFU, al tiempo de migracién para GABA, lo que indica que
calentar 65°C durante una hora, degrada los productos de reaccién. Por lo tanto, 40°C fue

seleccionada como la temperatura 6ptima usada durante 1a reaccion de denvatizacion.
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Figura 13. Electroferogramas traslapados correspondientes al analisis de estandares de GABA 03 mM

cuando la muestras fueron incubadas a temperatura ambiente (A) y 40 °C (B), durante una hora. El registro a
65°C no se muestra. Solucion amortiguadora de boratos 25 mM pH=9.35, con SDC 40 mM y 10% de
acetonitrilo, como medio de separacion [22]. 20 KV, polaridad normal, columna negativa de 50 cm de

longitud efectiva y 75 mM de diametro mtemo.

El efecto del Tiempo de Reaccion sobre el rendimento de denivados formados fue analizado
a los 40, 60 y 80 minutos, con el mismo estandar a la concentracién ya mencionada y bajo las
mismas condiciones de separacion que para la temperatura de reaccion, mcubando en todos los
casos a 40°C.

De acuerdo con Ja Figura 14, se encontré que el area de los picos formados a 40, 60 y 80
minutos de incubacion no varia substancialmente y no se obtuvo tendencia alguna que sefialara que
a mayor tiempo se obtendria mejor rendimiento, por lo que se selecciond disminuir el tiempo de

reaccién a 40 mmutos, pues no reduce el rendimiento pero favorece el iempo de anilisis.
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Figura 14. Elecroferogramas registrados para el estdndar GABA 0.3 mM cuando la muestras fueron
mcubadas a 40 °C durante 40, 60 y 80 minutos respectivamente. Solucién amortguadora de boratos 25 mM
pH=9.35, con SDC 40 mM y 10% de acetonitrilo, 20 KV, polandad nomnal, colnmna negativa de 50 cm de
longitud efectiva y 75 raM de diametro mtemo.

Otro de los factores que se estudio fue el orden de adicion de los reactives durante la
reaccion de derivatizacion, pues considerando que el cianuro debe efectuar el ataque nucleofilico
sobre uno de los grupos carbonilo del FQ, para que después el correspondiente grupo amino del
neurofransmisor efectiie el ataque nucleofilico sobre ese mismo carbono, permitiendo la union de las
moléculas (Figura 9), se pensé que la adicion del cianuro sobre el FQ antes de Ja amina, facilitaria la
reaccion y aumentana el rendimiento en la formacion de derivados. Sin embargo, no se encontré
efecto alguno al afiadir el cianuro o la muestra uno antes que otro, esto se debe a que, como se

demostr6 anteriormente, la reaccion requiere calentamiento para que se lleve a cabo.
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4.3.3. Efecto de 1a matriz de la muestra

La matriz de la muestra se refiere a la proporcion de los disolventes que la forman Este
factor fue analizado debido a que el FQ y los derivatizados no son solubles en agua y entonces es
necesario mantener una proporcion suficiente de metanol para que los reactivos se mantengan en

solucion y de esta manera la reaccion de derivatizacion y 1a separacion sean ptimas.

El volumen de disolvente durante la reaccion influye ademas en la dilucién de la muestra y
por lo tanto afecta el limite de deteccion, asi que es deseable obtener la proporcion agua-metanol
optima y de menor volumen posible. Para conseguirlo se opt6 por secar el metanol que disuelve la
alicuota de FQ. Esto se logra creando vacio en un desecador y esperando el tiempo necesario. El
secar el metanol permite reducir la dilucion de la muestra, pues se agregan 10 pul. de FQ,
equivalentes a 100 nmoles, (exceso suficiente para una reaccion adecuada [ 16]), pero al secarlos cste
volumen se elimina en la cuenta final sin que diluya mas la muestra. No obstante, es necesario
resuspender en metanol para que la reaccion ocurra en solucion y los productos se encuentren

solubles al momento de la inyeccidn.

El medio acuoso de la muestra esta constituido por el volumen de la mezcla de antioxidantes
y LCRA del microdializado, el volumen del amortiguador de boratos del KCN y el volumen de agua
del esténdar de referencia. El medio organico esta compuesto por el volumen de metanol requerido

para solubilizar el FQ y los productos de la reaccion.

Inicialmente se prob6 usar un porcentaje pequefio de metanol, pues de lo contrario se
produce ensanchamiento de banda debido a una pobre distribucion de los analitos en el
amortiguador de corrida, pero se encontré que un porcentaje menor al 40% de metanol en la
muestra, produce que se precipite y un porcentaje mayor al 50 % de metanol, origina que los picos

se deformen.
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Consecuentemente se vano la concentracion de la solucion de KCN con el fin de alterar el
volumen acuoso en la reaccion, asi mismo se vari6 la cantidad de metanol usado para resuspender el
FQ después de secarlo y se prob6 también afladir amortiguador de comda diluido para ajustar la
proporcion y favorecer el acumulamiento de los picos en zonas determinadas aumentando su altura,
sin embargo en muchas pruebas la dilucién del analito era tan excesiva, que limitaba su deteccion,
no se conseguia una muestra homogénea o los picos se deformaban en exceso.

Finalmente se encontrd la proporcion ideal al secar 10 puL de FQ, resuspenderlos en 6 ul. de
metanol, agregar 2 uL. de KCN 25 mM, 1 puL de L-metil-o-treonina y 5 pL. de microdializado, pues
no afecta el rendimiento de Ja reaccion al conservar la relacion FQ/aminas y KCN/aminas y ademas
ia muestra se mantiene disuelta desde el inicio de la reaccion hasta el momento de la inyeccion y no
se produce anomalia en la forma de los picos porque no se altera la distribucién de los analitos en el
amortiguador de corrida.

4.4. CROMATOGRAFIA ELECTROCINETICA MICELAR

Tipo y concentracién de las sales del amortiguader de corrida: El amortiguador de
corrida mas usado para electroforesis capilar es el de boratos. Se éligi(') trabajar con acido borico y
borato de sodio porque es eficiente al mantener estable el pH, es transparente a los detectores y no
interviene en la reaccion de derivatizacion.

La concentracion del amortiguador de corrida afecta la viscosidad y la fuerza 16nica del
medio de separacidn, lo que influye en el tiempo de migracion, en la ventana de migracién y en el
ensanchamiento de banda originado por el calor de Joule. Con un amortiguador mas concentrado
todos los picos se retrasan, disminuye el flujo electroosmético y la ventana de migracién se abre,
pero aumenta el calor de Joule. Fue seleccionada una concentracion 25 mM de boratos, pues se
reporia [22] que concentraciones mayores a 35 mM retrasan en exceso la migracién de los

compuestos y concentraciones menores a 20 mM, afectan la resolucién de los picos.
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IV. Resultados y Discusion

Tipo de surfactante: La eleccion del tipo de surfactante es una variable critica para
conseguir la separacton por MEKC, pues se encuentra estrechamente relacionada con la resolucion
de la separacién al intervenir en la particion, la selectividad, la eficiencia y en la ventana de
migracion. El tipo de surfactante empleado define el tipo de interaccion que comtribuira en la

particion de los analitos; ademas, dependiendo de su naturaleza se da el orden de migracion.

Se investigod el efecto del uso de SDS o SDC durante la separacion por MEKC. Ambos
surfactantes son i6nicos y forman micelas negativas. En ambos casos la separacion, ademas de estar
en funcion de la carga y el tamafio de los analitos, se dara por efecto de 1a hidrofobicidad de los
compuestos, pero existen diferencias criticas entre estos dos surfactantes que conducen a elegir entre
uno o el otro. En primera instancia, el SDS a concentracion superior a la concentracion micelar
critica, es jabonoso y ensucia la interfase del equipo y los tapones de los viales donde se dispensan
las soluciones amortiguadoras. Esto origina la acumulacion excesiva de sales que producen errores
en la corriente y la suspension de las corridas. Por owo lado, €l SDC practicamente no es jabonoso
en comparacion con el SDS a una concentracion superior a su CMC y no produce arcos en el
voltaje. Asi mismo el SDS es incapaz de formar micelas en presencia de altos porcentajes de

modificadores organicos y el SDC soporta la presencia de hasta un 50% de algiin solvente organico.

El surfactante elegido fue el SDC, principalmente por su capacidad de formar micelas en
presencia de altas concentraciones de solventes organicos, pues debido a que los compuestos que
deseamos separar son altamente hidrofobos es necesaria la presencia de algim modificador organico
en el amortiguador de corrida para mejorar la particion, ademas evitamos las frecuentes caidas de

corriente que se presentaron con ¢l uso de SDS.
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Concentracion del surfactante: La concentracion seleccionada para el SDC en el
amortiguador de corrida fue 35 mM, pues a dicha concenfracién que es mis alta que la
concentracion micelar critica reportada (Tabla.2), se tiene la seguridad de que se han formado las
micelas y no se prolonga el tiempo de anialisis al aumentar en demasia la viscosidad del
amortiguador de corrida

pH y porcentaje de acetonitrilo en 12 solucién amortiguadora de separaciébn: Una vez
establecidos varios parametros, tanto de las condiciones de reaccion como de separacion en anahsis
por separado, continuaron los analisis simultineos para todos los analitbs de interés. Resultd
evidente que las condiciones de separacion hasta entonces usadas no separaban los picos de los
estandares (Figura 15-A). Para corregir el problema, se estudio el efecto del pH v del porcentaje de

modificador orgdnico en ¢l medio de separacion, sobre la resolucion de ios picos.
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Figura 15. (A) Electroferograma registrado para la mezcla de los estandares de dopamina, GABA,
glutamato, norepinefrina y l-metil-o-treonina. Amortiguador de boratos 25 mM, pH 9.3, SDC 35 mM, 10%
de acetonitrilo, 20 KV, myeccion a 0.7 psi por 5s, polaridad normal, capilar negativo de 50 cm con DI de
75um. (B) Electroferograma obtenido con los valores de pH y %ACN obtenidos en el disefio experimental
factonal.
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Para la eleccion del pH y el porcentaje de acetonitrilo en la solucién amortiguadora usada
durante la separacidn, se practicé un disefio experimental factorial 2. Los factores por analizar
fueron las vanables controlables antes mencionadas y la respuesta medida fue la resolucién entre
cada uno de los picos estandares de los NT bajo las condiciones sefaladas.

Inicialmente se hizo el estudio con un nivel alto de acetonitrilo del 13% y un nivel bajo del
7%, y valores de pH de nivel alto de 9.7 y nivel bajo igual a 9.0. Con dichas condiciones se encontré
que para 2 de los 4 amortiguadores separados no se registré separacion, por lo que no fue posible
obtener datos numéricos de la respuesta resolucion y fue imposible analizar los resultados por
disedto experimental. A pesar de esto, al analizar los electroferogramas es posible concluir que el
amortiguador preparado con pH = 9.7 y con acetonitnlo al i3 % es el que mejor resolucion ofrece.
Tomando en cuenta lo antenor, se concluyd que era necesano practicar un nuevo estudio, ahora con
un rango de menor amplitud para los niveles alto y bajo que se encontrara cercano al amortiguador

que resultd con la resolucion mas aceptable (pH = 9.7 y acetonitnlo al 13 %).

ESTUDIO DE AMORTIGUADORES

A=pH

B=% ACN

Nivek |A |B
-] 95110
+] 97| 13

Promedio | 9.6 | L1.5
Intervalo | 0.2 | 3

RESOLUCION 1,2
A | B | EXPERIMENTO fEP L’C’; SUMATORIA
e 9510 0.6580 | 0.9935 1.9593
+ | - 9710 0.9658 | 0.9959 1.9617
I+ 9513 2.5942 | 2.6169 52112
+ [+ 9713 18713 | 1L.937 3.7950
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RESOLUCION 2.3

A | B | EXPERIMENTO II(EPUC‘; SUMATORIA

- |- 9510 0.8432 | 0.9854 1.8286

+ | - 9710 1.6683 | 1.4774 3.1457

- |+ 9513 3.9629 | 3.8734 7.8364

+ | + 9713 2.1958 | 2.2983 4.4942

RESOLUCION 34

A | B | EXPERIMENTO 'I‘EP ”C’i SUMATORIA

-] - 9510 2.0820 | 1.7262 3.8082

+ | - 9710 0.8686 | 0.5375 1.4062

-+ 9513 1.7320 [ 1.7010 3.4330

+ |+ 9713 3.5015 | 3.4349 6.9360
Resolucién 1,2
Meétodo de Yates

Fuente Experimento > I 2 Efecto Coeficiente
1 9510 1.9593 39211 ‘ 12.9272 3.2318 1.6159
A I 9710 1.9617 9.0061 -1.4137 -0.3534 -0.1767
B [ 9513 5.2112 0.0024 5.0851 1.2713 0.6356
AB I 9713 3.7950 |  -14161 -1.4185 -0.3546 -0.1773
Ecnacion: Y =1.6159-0.1767A+0.63B-0.177AB
Resolucién 2,3
Método de Yates
Fuente Experimento P 1 2 Efecto Coeficiente

{ 9510 1.8286 49743 17.3049 4.3262 2.1631
A 9710 3.1457 12.3306 -2.0251 -0.5063 -0.2531
B 9513 7.8364 1.3171 7.3563 1.8391 0.9195
AB 9713 4.4942 -3.3422 -4.6593 -).1648 -0.5824

Ecnacién: Y =2.1631-0.2531A+0.9195B-0.5824AB
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Resolucién 3,4

Método de Yates
Fuente Expertmento ) 1 2 Efecto Coeficiente
1 9510 3.8082 5.2144 15.5834 3.8959 1.5479
A 9710 1.4062 10.3690 4.5339 1.1335 0.5667
B 9513 3.4330 -2.4021 5.1546 1.2887 0.6443
AB 9713 6.9360 65.9360 6.9360 1.7340 0.8670

Ecuacién: Y =1.9479+0.5667A+0.6443B+0.8669AB

Se desea obtener una resolucion igual a 2.5, por lo que se trazan las graficas de contomo para hallar
las condiciones de pH y contenido de acetonitrilo (ACN) en el amortiguador de separacién, a las

cuales se obtiene dicha respuesta.

Grifica de contornos
Resolucion = 2.5
% ACN |pHRes,, | pH Res; | pH Res 5,

16 9.745 9.721 9.556
15.7 9.733 9.719 9.558
154 9.721 9.716 9.560
15.1 9.707 9.713 9.562
14.8 9.691 9.710 9.565
14.5 9.673 9.706 9.568
14.2 9.652 9.701 9.571
13.9 9.629 5.696 9.575
13.6 9.601 9.689 9.580
133 9.569 9.681 9.586

13 9.530 9.670 9.594

2.7 9.482 9.655 9.603
12.4 9.422 9.636 5.615
12.] 9.346 9.606 5.632

11.8 9.243 9.559 9.657
11.5 9.100 9.467 9.697
112 8.884 9.219 5.773
10.9 8.525 6.101 5.568

10.6 7.805 10522 | 11616
10.3 5.633 10.104 8.758
10 5.401 9.982 9201
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CONTORNOS
RESOLUCION=2.5
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Grafica de contornos
Seflala el valor que adquieren dos variables en funcién de una sola respuesta, la interseccién de dos
0 mas respuestas indica que en dicho punto todas las respuestas comparten los mismos valores de

pHy % ACN.
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1V. Resultados y Discusion

Como se puede observar en la grafica de contornos, no se encontré interseccion para las tres
curvas con las condiciones analizadas, considerando la resolucién 2,3 y 3,4 de prioridad porque son
los picos que poseen menor resolucion, se optd por usar los valores en los que se interceptan dichas
curvas, estos son pH =9.6 y %ACN = 12. Al sustituir los valores codificados correspondientes de
pH y % de ACN en cada una de las ecuaciones, se encuenira que a dichas condiciones la resolucién
1,2 sera de 1.82, la resolucion 2.3 de 2.46 y la resolucion 3,4 de 2.16. Todos los valores son mayores

a 1.5 y muy cercanos o mayores a 2, por lo que se consideran apropiados (Figura 15-B).

Efecto del tipo y concentracién del modificador orgdnico en la ventana de migracién: El
incluir un solvente organico en la soluciéon amortiguadora de separacion, puede modificar la
particion y la ventana de migracién del analisis, pues se altera la polaridad de la fase acuosa, lo que
conduce a aumentar la afinidad de algunos analitos por la fase externa y ademas disminuye el tlujo

electroosmatico y se abre la ventana de migracion.

Elv amortiguador de corrida que se uso inicialmente para la separacion contenia acetonitrilo al
12%, condicién que permitia una buena resolucién para el analisis simultianeo de los estandares,
pero no asi para el andlisis de las muestras biolégicas obtenidas por microdiilisis (Figura 16-A) ya
este porcentaje de modificador organico no es suficiente ni para disminuir la particién ni para afectar
efectivamente ¢l FEO y abrir la ventana de migracion. Es evidente la mala separacién del
microdializado debido a que la mayoria de los compuestos son altamente hidrofébicos y se cargan

del lado de la micela (alta particién) y por la ventana de migracion reducida (menos de 20 minutos).
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El acetonitrilo es un modificador organico que altera la particién pero no afecta el FEO ni
siquiera a altas concentraciones, Debido a que la meta final era aumentar la resolucién aumentando
la ventana de migracién y/o diminuyendo la particién, fue necesario sustituirlo. Se probé el efecto
en la resolucion por iguales porcentajes de metanol e isopropanol en el amortiguador de corrida
(Figura 16-B vs 16-C), encontrando que ninguno disminuye significativamente la particion, pero el
uso de metanol abre en mayor proporcion la ventana de migracién, aunque alarga el tiempo de

andlisis.
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Figura 16. Electroferogramas registrados al analizar la misma muestra de microdializado con diferentes
concentraciones de distintos modificadores organicos: Acetonitrilo 12% (A), metanol 27.5% (B), isopropanol
27.5% (C). Amortiguador de boratos 25 mM, pH 9.6, SDC 35 mM, 20 KV, inyeccién a 0.7 psi por 5 s,
polaridad normal, capilar negativo de 50 cm con DI de 75pm.
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1V, Resultados y Discusion

Tipo y longitad del capilar: Se selecciond el tipico capilar de silice fundida sin
recubrimientos, pues a pesar de que es favorable disminuir el FEO, en MEKC resulta poco eficiente
este método [10]. Originalmente se usé un capilar de 50 cm de longrtud al detector para desarrollar
el método, pero después de encontrar necesarnia la adicién de un alto porcentaje de metanol, lo que
alarga el tiempo de andlisis, se probo el efecto de capilares de 30 y 40 cm en la resolucién y en el
tiempo de anilisis total. Se encontré que a mayor longitud, mejor resolucion debido a que aumenta
el nimero de platos teoricos y con esto la eficiencia de la separaciéon. Se estudié la combinacion
longitud y porcentaje de ACN que ofrecidé la mejor resolucién y menor tiempo de analisis,
resultando 30% de ACN con 40 ¢cm de longitud efectiva las mejores condiciones, pues se obtiene
una separacion casi tan buena como con el captlar de 50 cm de longitud efectiva y el tiempo de

analisis se reduce aproximadamente en 15 minutos.

Acondicionamiento del capilar: El ciclo de acondicionamiento del capilar es fundamental
para cl tiempo de anlisis y su reproducibilidad, por lo que resulta indispensable especificar el

tiempo, presion, orden de lavado y tipos de solventes 6ptimos para el método.

Al montar un nuevo capilar dentro del equipo, debe ser acondicionado para que sirva como
un soporte eficiente. Los capilares nuevos fueron tratados con lavados de 5 minutos de acetonitrilo
al 1%, 5 min de HCL 1%, 5 min NaOH 1% y 5 min de la solucién amortiguadora de corrida,
intercalando en cada enjuague un lavado con agua desionizada y filtrada durante 3 minutos. Después
de cada comrida se lavé el capilar con NaOH 1% durante 2 min, agua durante un minuto y
amortiguador de comda durante 4 minutos. De esta manera se extraen con lavados a presién (20
psi), todos los compuestos que permanezcan dentro del capilar después de la separacion, sin
importar su naturaleza quimica.
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Temperatura del capilar: Se eligié mantener la temperatura del capilar en 15°C pues es la
mas baja posible en el equipo. Mantener una temperatura baja, mantiene una eficiente dispersién del -
calor de Joule y hace posible aplicar altos voltajes, que es altamente deseable en este caso para

disminuir en todo lo posible el tiempo de analisis.

Tipo, tiempo y presién de inyeccidn: Se optd por efectuar la inyeccién de la muestra de
manera electrodinamica pues acelera el analisis, ya que de hacer la inyeccion electrocinética, la
micela, junto con la mayoria de los compuestos, tardarian mas en ser detectados en el electrodo
negativo pues al iempo de separacion se le sumaria el tiempo en el que migran completamente

desde el vial que contiene la muestra, hasta el interior del capilar.

Por otro lado, a mayor presion y a mayor tiempo de inyeccion, se carga una cantidad mayor
de muestra dentro del capilar, favoreciendo la sensibilidad del método. Sin embargo, al mismo
tiempo disminuye la relacion superficie-volumen de la muestra dentro del capilar, lo que genera

ensanchamiento de banda por el calor de Joule, se estableci6é que 0.7 psi por 5 s es la mejor opcion.

Polaridad de la separacién: Considerando que durante la separacién se opt6 por el uso de
SDC, surfactante iénico que forma micelas negativas y que el amortiguador de separacion o corrida,
posee un pH alto, al cual el fhijo electroosmotico es potente, se concluyd que la separacion debia
efectuarse a polaridad normal, pues de lo contrario el flujo electroosmético no permite la deteccion

de los analitos.
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Voltaje de la separaci6n: el voltaje durante la separacién esta altamente relacionado con el
tiempo de anilisis, pero un voltaje alto (30KV) causa que los picos migren muy juntos y no se
puedan resolver. Se encontré que el voliaje éptimo pama la sepéraci()n de la muestra con un
amortiguador de corrida de boratos 25 mM, pH de 9.6, con 35 mM de SDC y 30% de metanol es 20
KV en una columna de 40 cm de longitud al detector. Dichas condiciones producen un tiempo de
corrida de 80 minutos con treinta minutos muertos antes del metanol y 20 minutos mas entre la
dopamina y el glutamato, por lo que se optd por variar el voltaje durante el analisis, diminuyendo asi

el tiempo de corrida a 60 minutos (Figura 17).
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Figura 17. Electroferograma regisirado en el analisis de un microdializado de corteza insular en condmon&s
basales. Amortiguador de boratos 25 mM, pH 9.6, SDC 35 mM, 30% de metanol, inyeccién a 0.7 psi por 5 s,
polaridad normal, capilar negativo de 40 cin con DI de 75um. Voltaje variable durante el analisis: 30 KV los
primeros minutos, Jucgo 20 KV y fimalmente 30 KV. El trazo superior corresponde al monitoreo de la
corriente inducida por la aplicacién de distintos voltajes, y el trazo inferior corresponde al monitoreo de la
deteccion.

Los picos identificados en el electroferograma som: estindar de referencia l-metil-o-treonima (A),
norepinefrina (B), GABA (C), dopamina (D), glutamato (E), aspartato (F).
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Pérdida de muestra: Al momento de hacer anilisis consecuhivos de una misma muestra, se
observé que el drea registrada para un mismo analito aumentaba con respecto al tiempo. Esto se
debe a dos factores importantes: el pequefio volumen que se carga dentro del equipo (10pl) para el
anilisis y a que la matriz de la muestra estd compuesta por un alto porcentaje de metanol. Debido a
esto, el disolvente se pierde con respecto al tiempo y emtonces la muesira se conceotra y

consecuentemente se registran areas cada vez mayores.

v Sin aceite mineral

%
!

v Con aceite mineral

ABC
%

Figura 18. Vanacién de las ireas registradas par diferentes analisis con respecto al tiempo de una
misma muestra de GABA 0.3 mM, usando aceite mineral para evitar la perdida del disolvente y sin
usarlo, respectivamente. Amortignador de boratos 25 mM, pH= 9.35, SDC 40 mM, 10% de
acetonttrilo, separacion a 20 KV, polaridad normal.
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Dicho problema Limitaba uno de los principales objetivos del método, la automatizacion,
pues la pérdida del disolvente con respecto al tiempo implicaba que las muestras no podrian
permanecer dentro del equipo ¢l tiempo requerido. Con el fin de encontrar una solucién, se probé el

uso de aceite mineral, a manera de cubierta para evitar la pérdida de muestra.

El procedimiento consistio en cargar los 10 pl. de muestra como pormalmente se hacia.
Posteriormente se median 5 pl. de aceite mineral y se vertian cuidadosamente dentro del tubo de
carga de muestra, a manera que se formaran dos capas, siendo la superior la del aceite, brindando

proteccion y evitando que el disolvente de la matriz de 1a muestra se pierda.

En la Figura 18 se presentan las graficas trazadas de el area en funcion del tiempo para una misma
muestra de estandar de GABA 0.3 mM, en la que no se usd aceite, resulta evidente una pendiente

positiva, mientras que para los registros con aceite, la recta permanece constante.

Conjuntamente se comprobd que la presencia de aceite no interfiniera con el analisis o con la
inyeccién a presion, para lo cual no se encontté diferencia entre el analisis con y sin aceite, de un
mismo estindar de GABA, a un mismo tiempo. Asi mismo, se comprobd la estabilidad de la
preparaci6én (Tabla 9) corno se menciond anteriormente. Dicho estudio de estabilidad comprobé que
las muestras son estables con este esquema de preparacién hasta por 12 h. Su lapso corto de
mabﬂi@ se debe principalmente al aceite, pues debido a que los derivatizados son altamente
hidrof6bicos, tienden a migrar hacia la fase conformada por el aceite, lo que es evidente al observar
que después de algunas horas (mas de 12 h), el acette mineral presenta una coloracion rojiza que es

propia de la muestra, después de 1a reaccién de denivatizacion
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4.5. CALIBRACION INICIAL

La calibracion de un instrumento analitico se refiere a la obtencién de la expresién
matemitica que indica la relacién entre respuesta que arroja el instrumento para una concentracion
de analito determinada.

Entre la calibracion por estandar intemo o externo, se opté por la segunda por ser prictica y
sencilla, supliendo sus desventajas con el uso del estindar de l-metil-o-treonina en cada cornda,
pues permite monitorear la reaccion de denvatizacién y corregir errores en la reproducibilidad de la
inyeccion y la pérdida de muestra.

Considerando que se ha reportado una concentracion basal de los neurotransmisores de
alrededor de 1 uM y que por efecto de la presentacion de un estimulo gustativo nuevo o aversivo, la
concentracion podria aumentar hasta en un 300% de acuerdo a las publicaciones, se seleccionaron 6
puntos para cada curva, siendo el mas alto el equivalente al 500% con respecto a la concentracion
basal esperada. Se prepararon diluciones de diferentes concentraciones de cada uno de los analitos

de interés, se derivatizaron y analizaron, encontrando las siguientes curvas de calibracion.

Recta de Calibracion

DOPAMINA
900000 +
00000 y=115001x + 7688.3
700000 - R2 _ .
500000 | = 0.9704 )

Area

0 05 1 15 2 25 3 a5 4 45 5
Concentracion (mM)
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Recta de Calibracién
GABA

Ar_gn

y=517632x+ 815.28
R%=0.9976

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Concentracidn (M)

Recta de Calibracion

GLUTAMATO
800000 -~
700000 -%
< 300000 & S
200000 4 "y=103806x + 38703
100000 | R?=0.9853
0 A—- = ' et 4 + i " ey
4] 05 1 15 2 25 3 s 4 45 5
concentracion (uM)
Recta de Calibracion
NOREPINEFRINA
400000 -
350000 -
300000 {
250000 |
o
£ 200000 -
<
1W | e -7
oo — y = 55295x + 15386
S0 ¢ e R? = 0.9806
4] = + - + ——— + + g : —+ 3
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

concentracion mM
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En las rectas de calibracién trazadas para cada neurotransmisor, se presenta la ecuacion de la
recta y el coeficiente de correlacién, asi mismo se traza el llamado cinturon de confianza, el cual
indica que tan confiable es cada respuesta en funcién de las demés. Los datos correspondientes a

cada curva se presentan en el apéndice 2, asi como los criterios de la calibracion.

4.6. EL PROCEDIMIENTO ANALITICO Y LOS PARAMETROS DEL DESARROLLO

DEL METODO
&
i
TRATAMIENTO DE LA MUESTRA i
. 1nl de .
‘ ; Estabilidad 7
MUESTREO § 1 mezcla .?
’ antioxidante ¥
Recoleccién de ! Reaccion de derivatizacion t
microdializado 3 ‘ }
H 10 pL de FQ 2puLKCN25| ¢
| uL/min. ;| seco (100 6 pL mM i
nmol) MeOH 1
4 minutos por ; ~ ’
- Reaccién
fraccion. ; Hielo a 40°C por 4 ul de 1yl _de \‘
: 40min '| muestra treonina i
; i
10 pLL de muestra + S pLL de aceite mineral
; ANALISIS DE LA MUESTRA )
TRATAMIENTO DE o o
LOS RESULTADOS Electroforesis Capilar (MECK)-Detector de fluorescencia inducida por
> C i6m por laser. Laser de ion argon con A, de 488 nm y filtro de interferencia de
estandar 590 nm.
externo. Teapilar=15°C, Tmmestra=4°C, inyeccion a 0.7 psi por 5 s. :
Amortiguador de boratos 25 mM, SDC 40mM, pH=9.6, metancl 30 %, -

» Parametros de

integracién § capilar negativo de 40 cm al detector y DI = 75 pm, 30-2030 KV. |
{ ;
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En e diagrama anterior se muestran los pasos de cada subproceso del proceso analitico que se
' desarroll6 asf como los valores que se fijaron para cada variable, siguiendo la metodologia descrita.
Se hizo el estudio de estabilidad presentado en las tablas 7, 8 y 9, la calibracién inicial por estindar

externo y l1a cuantificacion de las muestras.

4.8. CUANTIFICACION DE NOREPINEFRINA, GABA, DOPAMINA Y GLUTAMATO

EN MUESTRAS BIOLOGICAS.

Se determind la concentracion de cada neurotransmisor en corteza insular, encontrando que
la concentracion basal promedio en las muestras de microdializado fue de 1.79 + 0.544 uM para
glutamato, 2.955 + 0.468 uM para norepinefrina, 0.035 + 0.008 pM para GABA y 0.206 = 0.121
uM para dopamina.

Con objeto de comprobar la resolucién temporal que ofrece el método, a continuacion se
presenta la cinética de liberacién de norepinefrina con respecto al tiempo para la presentacion de
sacarina 1%, en comparacién con agua (control) y la cinética de liberacion de glutamato tras la
inyeccion del inductor del malestar gastrico (LiCl 0.4 M), en comparacion con inyeccién de NaCl
0.4 M (control). Para el anilisis estadistico se empled una t de Student no pareada. Un valor de
P<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

Como se observa en la figura 19, al presentar 1a solucion de sacarina se observa un
incremento estadisticamente significativo de norepinefrina en las fracciones correspondientes a los
16 y 20 min (tras el consumo del sabor nuevo) de la cinética de liberacién, con respecto al grupo que
bebi6 agua, lo que indica que un estimulo gustativo nuevo produce cambios noradrenérgicos en CI,

pero no asi un estimulo fmﬁiliar como el agua.
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Fig. 19 Cinética de la liberacién que muestra los cambios en el porcentaje de norepinefrina durante la
presentacién de una solucién de sacarina al 0.1% y de agua. Se encontraron diferencias significativas entre
los grupos en las fracciones correspondientes a 16 y 20 min. Los datos se graficaron como porcentaje de linea
basal de liberacion, los cuadros negros corresponden a la cinética de liberacion de glutamato del grupo al que
se le presentd agua, los cuadros blancos corresponden a la cinética de liberacién de ghutamato del grupo al
que se le presentd sacarina 0.1%. La barra negra corresponde al tiempo de presentacion de agua o sacarina. *
P<0.05. Para ambos gruposn =4.

Durante la inyeccion de la solucion de cloruro de litio 0.4 M, inductor del malestar gastrico,
se encontraron resultados interesantes al comparar con respecto a la inyecciéon de una solucion
control equimolar de NaCl. La figura 20 nos muestra que cuando se aplicd la inyecciéon de LiCl
0.4M, la liberacion de glutamato se incremento alrededor de un 350 % de la linea base de liberacion,
aumento que no se presento en el grupo al cual se le inyecté NaCl 0.4 M. La diferencia entre los
grupos es estadisticamente significativa (=-4.251, p< 0.05) en la fraccién que corresponde a los 16
min (tiempo al que se observa la respuesta a la inyeccion), lo que sugiere que la respuesta
glutamatérgica en CI es debida al inductor de malestar gastrico especificamente puesto que la

solucién de sodio que no induce tal malestar no produce aumento significativo.
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Figura 20. Cinéfica de liberacion que rmuestra los cambios en el porcentaje de glutamato tras la inyeccién de
LiC! 0.4 M para un grupo y NaCl 0.4 M para otro. Se encontraron diferencias significativas entre los dos
grupos en la fraccién que indica la respuesta a la myeccion. La flecha indica el momento de la inyeccién.
*P<0.05. Para ambos gropos o = 5.
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Figura 21. Comparacién eutre la cinética de liberacion para glotamato en corteza msplar tras la aplicacion
del myeccién de 1a solucién indnctora del malestar gastrico (LiCl 4M), ussndo como control inyeccién
equimolar de NaCl. (i)Cinetica reportada con HPLC- detector electroquimico [6], (ii) Cinética obtenida
usando el método analitico desarcollado (EC-LIF).
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Finalmente en la Figura 21, en donde se compara la cinética de liberacién de glutamato
obtenida por EC-LIF vs HPLC-detector electroquimico, se observa que en ambos resultados se
expresa una tendencia similar, la cual sefiala un incremento en la liberacién de dicho transmisor por
efecto de la percepcion del dolor viseral que produce la solucién de LiCl y no por efecto del dolor
por la inyeccién, asi mismo es evidente que el método recién desarrollado ofrece una mejor
resolucion temporal para analizar muestras obtenidas por microdidlisis, ya que en el analisis (i) el
tiempo total de muestreo es mayor pues cada fraccion requiere ser de mayor volumen (20 pl.) por
lo que la respuesta se diluye y solo se observa un incremento de aproximadamente 100% con

tespecto a la linea base, mientras que mediante EC (i1) se observa un inctemento de 350%.
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V. CONCLUSIONES

Se desarrolld yn método analitico que combina la técnica de microdialisis de libre
movimiento con la separacion por cromatografia electrocinética micelar y la deteccion por

fluorescencia inducida por laser.

Dicho método cuantifica la cantidad de norepinefrina, GABA, dopamina y glutamato
que se liberan al espacio intersticial celular en corteza insular durante una sindpsis quimica, de

manera conjunta.

El método desarrollado es capaz de analizar pequedlos volimenes de muestra (hasta 5 pul.)
y es altamente sensible, por lo que ofrece una muy buena resolucion temporal, logrando hacer
cinéticas de liberacion de neurotransmisores muy detalladas, pues determina la concentracion de

cada uno de los cuatro neurotransmisores cada cuatro minutos.

El método desarrollado es completamente automatico para el analisis de hasta 10
muestras, pues en el estudio de estabilidad se concluye que las muestras permanecen estables y si
sufrir pérdida de disolvente hasta por 12 h, cada analisis dura 60 minutos y entre corrida y

corrida es minimo el tiempo de acondicionamiento del capilar.

La separacion registrada es eficiente, aunque a costa del tiempo total de analisis, que se
prolongé hasta 60 minutos. Se encontraron los valores 6ptimos de pH, % de modificador

organico, voltaje, inyeccion y tipo y longitud del capilar para la separacion.

La calibracion que se practico fue por estiandar externo, las curvas ensayadas cubrieron el
rango de concentraciones requeridas y presentaron un coeficiente de correlacién aceptable. El
uso del estindar de referencia L-metil-o-treonina, facilita el monitoreo de una reaccion de

derivatizacion adecuada y una deteccion correcta, sin afectar la resolucion de la separacion.
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Tabla 10.
HPLC vs EC, para el anélsis de muestras obtenidas por microdilisis
Pardmetro Electroforesis Capilar HPLC
Volumen minimo de muestra requerido | 5 }lL 20l
£
. . 60 minutos 30 minutos por cada
Tiempo de analisis L . )
Determinacién conjunta neurotransmisor
Tiempo total de acondicionamiento de X
Hasta 8 minutos Hasta 10 horas
la columna (capilar).
. . Una fraccion cada 20
Resolucién temporal Una fraccién cada minuto .
minutos
. Menos de 1 mL por 54 mL por muestra
Volumen de soluciones gastado . .
muestra analizada analizada

Finalmente, al comparar los resultados obtenidos tiempo atras en un trabajo desarrollado
en este mismo laboratorio (Tabla 10), donde se determind Ia cinética de liberacion de glutamato
. tras la inyeccidn del inductor géstrico, usando cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) con deteccion electroguimica, se cosroboraron los resultados, observando un efectivo
aumento en la liberacién después de la inyeccion. Sin embargo, se hacen evidentes las ventajas
de este método, en cuanto a la resolucién temporal, pues dicho aumento determinado en sdlo 4
minutos es mucho mas dramatico que el reportado antes en 20 minutos, ademas en un mismo
andlisis es posible hacer el seguimiento de la liberacion de cuatro neurotransmisores claves para

el aprendizaje gustativo.
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