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A B R E V I A T U R A S

Ala Alanina

Arg Arginina

Asn Asparagina

BCAA Aminoácidos de cadena ramificada

Cit Citrulina

Cys Cisteína

Dansyl 5-Dimetilamino-1-naftalensulfonilo

DTA Demencia tipo Alzheimer

FMOC 9-Fluorenilmetil cloroformato

GABA Ácido -aminobutírico

Gli Glicina

Gln Glutamina

Glu Glutamato

Grupo R Cadena lateral de los -aminoácidos

His Histidina

HPLC Cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC, por 

sus siglas en inglés que significan High Performance 

Liquid Chromatography)

Ile Isoleucina

LCR Líquido cefalorraquídeo

LNAA Aminoácidos largos neutros

Lys Lisina

Met Metionina

OPA o-Ftalaldehído

Orn Ornitina

Phe Fenilalanina

Pro Prolina

Ser Serina
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DKRA Disolución Krebs Ringer acidificada

Tau Taurina

Thr Treonina

Trp Triptófano

Tyr Tirosina

Val Valina
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                                                                                      Introducción

I N T R O D U C C I Ó N

Planteamiento del Problema

Cambios en los niveles de aminoácidos han sido objeto de gran 

discrepancia en la demencia tipo Alzheimer (DTA). En la literatura no se 

han encontrado diferencias en los niveles de glutamato y aspartato, 

aunque otros autores reportan que se encuentran aumentados o 

disminuidos. También, hay reportes sobre la variación en la 

concentración de glutamina, asparagina y ácido -aminobutírico (GABA),

al comparar sujetos controles con pacientes con diagnóstico clínico de la 

DTA. Estas controversias se pueden relacionar a diferencias en las 

técnicas utilizadas, muestras analizadas (tejido cerebral, líquido 

cefalorraquídeo o plasma) o en sujetos vivos o post mórtem.

El sistema de cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC)

utilizado para la detección de aminoácidos en plasma sanguíneo es de la 

marca Agilent. El método de referencia, “Rapid, Accurate, Sensitive, and 

Reproducible HPLC Analysis of Amino Acids. Amino Acid Analysis Using 

Zorbax Eclipse-AAA Columns and the Agilent 1100 HPLC”, establece las 

condiciones de separación y análisis de aminoácidos, vía una 

derivatización precolumna en proteínas/hidrolizados proteicos. Para la 

determinación de aminoácidos en plasma sanguíneo, se optimizó el 

proceso de separación mediante la modificación de la metodología de 

derivatización e inyección, gradiente y composición de la fase móvil B; 

implicando la adaptación de este método de referencia para la 

determinación de GABA y taurina. Estos aminoácidos fueron incluidos en 

este trabajo dado que el primero ha presentado variaciones en tejido 

cerebral y plasma en la DTA, además de poseer importancia 

considerable por su papel de neurotransmisor. También, se ha visto 

involucrado al aminoácido taurina en esta demencia, mostrando una 

disminución de los niveles en pacientes con síntomas avanzados, ya que 

es uno de los aminoácidos más abundantes en el sistema nervioso 
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central y tiene un papel importante en procesos fisiológicos como 

osmoregulación, neuroprotección y neuromodulación.

Objetivo

Objetivo General

Evaluar la concentración de aminoácidos en plasma sanguíneo al 

optimizar la técnica de HPLC en pacientes con diagnóstico clínico de 

DTA.

Objetivos Particulares

 Optimizar la metodología de derivatización e inyección por medio de 

la modificación del programa de inyección del automuestrador.

 Optimizar la metodología de gradiente de fase móvil como 

herramienta para mejorar la separación de los aminoácidos.

 Obtener un intervalo lineal de análisis para la cuantificación de los 

aminoácidos.

 Analizar la concentración de aminoácidos en muestras de sujetos 

controles y pacientes con DTA.

Hipótesis

En vista de los cambios reportados en la literatura sobre los niveles 

de aminoácidos en la DTA, particularmente en aspartato y glutamato, al 

poseer la función de neurotransmisores excitadores; en GABA por ser un 

aminoácido inhibidor, y en arginina y citrulina, relacionados con la 

producción de óxido nítrico implicado en el estrés oxidativo, se espera 

obtener diferencias estadísticamente significativas en los niveles 

plasmáticos de dichos aminoácidos al comparar estos pacientes con un 

grupo control, formado por adultos mayores sanos.
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M A R C O  T E Ó R I C O

1. Aminoácidos

1.1. Estructura Química de los Aminoácidos

Los aminoácidos son moléculas que poseen un grupo amino y un 

grupo carboxilo. Existen 20 aminoácidos que forman las estructuras 

monoméricas de las proteínas tanto si provienen de los linajes 

bacterianos más antiguos como de las formas más complejas de vida.1

Estas moléculas tienen la característica de que el grupo amino y el 

grupo carboxilo se encuentran unidos a un mismo carbono y son 

llamadas -aminoácidos (Figura 1). En todos ellos el grupo -amino es 

un grupo primario, es decir que no tiene sustituyentes. La única 

excepción ocurre con prolina, cuyo grupo amino es secundario, en 

donde el nitrógeno forma parte de un anillo de pirrolidina de 5 

miembros. Cada uno de los aminoácidos difiere del otro por la cadena 

lateral (Grupo R) que poseen. Las propiedades fisicoquímicas de cada 

aminoácido libre depende tanto del grupo carboxilo como del grupo 

amino y de su cadena lateral, siendo esta última diferente en estructura, 

tamaño y carga, además de influir en la solubilidad en agua.

Figura 1. Estructura general de un aminoácido. El grupo NH2 está en 

la posición  al carbonilo.

C

R

H2N H

COOH

Grupo 
Carboxilo

Hidrógeno

Cadena Lateral 
o Grupo R

Grupo 
Amino

Carbono 
al Carbonilo
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Además de estos 20 aminoácidos denominados proteicos, existen 

alrededor de otros 300 que no se consideran proteicos. Son derivados 

de otros aminoácidos que, al incorporarse a las proteínas como 

aminoácidos proteicos y, posteriores a la formación de las proteínas, 

sufren modificaciones químicas.1

Algunos aminoácidos no proteicos realizan funciones biológicas 

importantes como mensajeros, precursores, neurotransmisores y otros 

son formados en el metabolismo fisiológico. Ejemplo de aminoácidos no 

proteicos son GABA, taurina, citrulina, hidroxiprolina y cistina (Figura 2).

Figura 2. Estructura química de aminoácidos no proteicos: (a) GABA, 

(b) Taurina, (c) Citrulina, (d) Hidroxiprolina y (e) Cistina.

Los -aminoácidos, con excepción de glicina, presentan un centro de 

quiralidad común, que corresponde al carbono . Por tanto, son posibles 

dos formas enantioméricas, dando lugar a las formas R o S, según la 

configuración de los sustituyentes en un centro de quiralidad. Según la 

rotación del plano de luz polarizada pueden ser dextrorrotatorios (+) o 

levorrotatorios (-). De acuerdo a la posición del grupo amino en una 

proyección de Fisher (derecha o izquierda), son agrupados en D ó L. En 
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y la S, a la L. (exceptuando el caso de la L-cisteína, que presenta 

configuración R). 2 Todos los aminoácidos que forman parte de las 

proteínas corresponden a la forma L. Los D-aminoácidos no se 

encuentran presentes en las proteínas; sin embargo, aparecen 

distribuidos en la materia viva; abundan particularmente en la pared 

celular de bacterias y en antibióticos como la gramicidina S.1,3

1.2. Clasificación de los Aminoácidos

Los aminoácidos se clasifican según la cadena lateral (Figura 3)

en:1,2,3,4

 Aminoácidos con Carga

 Carga Positiva o Básicos

 Carga Negativa o Ácidos

 Aminoácidos Neutros

 Largos Neutros (LNAA)

 De Cadena Ramificada o Alifáticos (BCAA)

 Aromáticos

 Con Grupo Hidroxilo

 Con Grupo Amida

 Con Átomo de Azufre

Desde el punto de vista nutricional, se clasifican en Aminoácidos 

Esenciales, aquellos que el organismo humano no es capaz de sintetizar 

y tiene que adquirirlos en la dieta, y Aminoácidos No Esenciales, que son 

sintetizados por el organismo a partir de precursores accesibles (Tabla 

1).1,5
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Figura 3. Clasificación de los aminoácidos según la cadena lateral. Los 

cuadros en colores encierran los tipos de aminoácidos neutros. Nótese 

que varios de ellos pertenecen a diferentes tipos.1,2,3,4

CON CARGA
                   Carga Negativa o Ácidos                    Carga Positiva o Básicos

               Aspartato                Glutamato                         Lisina               Arginina             Histidina
                   Asp                         Glu                                 Lys                     Arg                    His

NEUTROS
                              No Polares                                                               Polares 

        Prolina        Alanina          Metionina            Cisteina               Serina              Asparagina
          Pro                   Ala                   Met                     Cys                   Ser                    Asn

            Fenilalanina                  Triptófano                    Tirosina          Treonina           Glutamina
                  Phe                             Trp                              Tyr                 Thr                    Gln

      Leucina              Isoleucina             Valina
        Leu                      Ile                    Val

                                 Glicina
                                    Gli

Largos Neutros

De Cadena Ramificada o Alifáticos

Aromáticos

Con Grupo Hidroxilo

Con Grupo Amida

Con Átomo de Azufre
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Tabla 1. Aminoácidos esenciales y no esenciales para el humano.1,5

No Esenciales Esenciales

Ala Arg*

Asn His

Asp Ile

Cys Leu

Glu Lys

Gln Met

Gli Phe

Pro Thr

Ser Trp

Tyr Val

* Esencial en niños pero no en adultos.

NOTA: Ver abreviaturas.

1.3. Importancia Biológica de los Aminoácidos

La importancia de los aminoácidos, como bloques biológicos de 

construcción de proteínas, proviene del hecho de que se pueden asociar 

en grandes cadenas por medio de un enlace covalente tipo amida, entre 

el grupo NH2 de un aminoácido y el COOH de otro. Proporcionan la 

clave de la estructura de miles de proteínas que producen las células a 

partir de los 20 diferentes aminoácidos proteicos. A partir de ellos, los 

organismos pueden sintetizar enzimas, hormonas, péptidos, 

anticuerpos, antibióticos y una gama de proteínas y derivados proteicos 

con actividades biológicas distintas.1

El esqueleto carbonado de los aminoácidos es transformado en 

intermediarios metabólicos importantes, los cuales pueden generar 

ácidos grasos, cuerpos cetónicos y glucosa.5 Participan en distintas rutas 

metabólicas como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo del ácido 

cítrico o ciclo de Krebs), ciclo de la urea y reacciones de transaminación,

así como en la formación de neurotransmisores como catecolaminas 

(noradrenalina, adrenalina y dopamina), histamina, serotonina y GABA

(Figura 4).
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Figura 4. Formación de neurotransmisores a partir de aminoácidos.1

El aminoácido GABA es un neurotransmisor que se encuentra 

ampliamente distribuido por todo el sistema nervioso central, produce 

inhibición presináptica y postsináptica participando en funciones de 

dicho sistema, como sensitivomotriz, vigilia, memoria y atención o 

emoción.6

La ornitina y citrulina actúan como precursores sucesivos de la 

arginina en el ciclo de la urea, donde el amoníaco se convierte en urea.1

Citrulina por su parte, es un producto metabólico de la óxido nítrico 
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sintasa, una enzima productora de óxido nítrico, sustancia implicada en 

el estrés oxidativo.7

La hidroxiprolina se encuentra en un 10% de la proteína colágena, 

formando parte del tejido conectivo y óseo, aunque también se puede 

encontrar en la pared celular vegetal.3

1.4. Valor Clínico de los Aminoácidos

En la Tabla 2 se muestran los valores de referencia de distintos 

aminoácidos en plasma sanguíneo.8 Existen varias patologías asociadas 

a cambios en los niveles de aminoácidos.1,5,9 En la Tabla 3 y Tabla 4 se

muestran algunas. 

Tabla 2. Valores de referencia de distintos aminoácidos en plasma 

sanguíneo (mg/dL).8

Aminoácido Intervalo Aminoácido Intervalo

Alanina 2.2 - 4.5 Leucina 1.0 - 2.3

Ácido -aminobutírico 0.1 - 0.2 Lisina 1.2 - 3.5

Arginina 0.5 - 2.5 Metionina 0.1 - 0.6

Asparagina 0.5 - 0.6 Ornitina 0.4 - 1.4

Aspartato 0.0 - 0.3 Fenilalanina 0.6 - 1.5

Citrulina 0.2 - 1.0 Prolina 1.2 - 3.9

Cistina 0.2 - 2.2 Serina 0.8 - 1.8

Glutamato 0.2 - 2.8 Taurina 0.3 - 2.1

Glutamina 6.1 - 10.2 Treonina 0.9 - 2.5

Glicina 0.9 - 4.2 Triptófano 0.5 - 2.5

Histidina 0.5 - 1.7 Tirosina 0.4 - 1.6

Hidroxiprolina 0 - trazas Valina 1.7 - 3.7

Isoleucina 0.5 - 1.3
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Tabla 3. Patologías asociadas a cambios en los niveles de 

aminoácidos.1,5

Patología

Cambio en los

niveles de

aminoácidos

Síntomas Causa

Síndrome de 

Hartnup

 Ala, Thr, Gln, 

Ser, Asn, Val, 

Leu, Ile, Phe, 

Tyr, Trp, His y 

Cit

 Fotosensibilidad

 Erupciones escamosas de 

color rojizo que aparecen 

durante la primera década de

vida

 Manifestaciones neurológicas:

dolor de cabeza, falta de 

concentración, debilidad de los 

miembros, ataxia 

Deficiencias en el 

mecanismo de 

transporte de 

determinados 

aminoácidos como

triptófano e histidina 

a través del intestino 

delgado y riñones

Fenilcetonuria  Phe y 

metabolitos 

(ácidos 

fenilláctico, 

fenilpirúvico y 

fenilacético)

 Vómito

 Retraso en el desarrollo

 Hipopigmentación

 Retraso mental grave

Defectos en la 

conversión de 

fenilalanina a 

tirosina, debidos a la 

deficiencia de la 

enzima fenilalanina 

hidroxilasa

Alcaptonuria  ácido 

homogentísico

 La orina se oscurece debido a 

la oxidación del ácido 

homogentísico. 

 Pigmentacion generalizada

 Artritis

Degradación 

defectuosa de 

tirosina debido a la 

enzima 

homogentisato-1,2-

dioxigenasa

Enfermedad 

de la orina 

con olor a 

jarabe de arce

-cetoácidos 

procedentes de 

aminoácidos con 

cadenas 

ramificadas

 Hipoglucemia

 Acidosis

 Letargo

 Falta de apetito

 Vómito

 Convulsiones 

 Daño cerebral grave

 Muerte 

Defectuosa 

degradación de 

aminoácidos con 

cadenas ramificadas 

debido al complejo 

de -cetoácido 

ramificado 

deshidrogenasa
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Tabla 4. Condiciones clínicas asociadas con cambios en las 

concentraciones de aminoácidos en plasma y orina.9

Plasma Orina

Enfermedad cardiovascular Desórdenes metabólicos hereditarios

Depresión Inanición / Desnutrición

Ansiedad Ingestión/Digestión proteica

Insomnio Alcoholismo

Síndrome de fatiga crónica Osteoporosis

Esclerosis múltiple Tumor de Bladder

Artritis reumatoide Enfermedad de Cushing

Epilepsia Síndrome de fatiga crónica

Falla cardiaca congestiva Enfermedad celiaca

Impotencia Catabolismo muscular

Disfunción eréctil

Síndrome de dolor

Sensibilidad química múltiple

Desórdenes de detoxificación

Trastornos del espectro autista

Demencia tipo Alzheimer

Hipotiroidismo

Arritmias

Hipertensión

Desorden del déficit de atención y 

Trastorno de la hiperactividad del déficit de atención

Infertilidad
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2. Cromatografía de Líquidos de Alta Eficiencia

2.1. Fundamento de la Cromatografía

La cromatografía es una técnica de separación de los constituyentes 

de una mezcla de compuestos. Se ha convertido en un método analítico 

de primer orden para identificar y cuantificar los compuestos de una 

mezcla.10

La cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas 

en inglés, que significan High Performance Liquid Chromatography) es 

una herramienta para el análisis, preparación, separación, purificación, 

identificación, detección y cuantificación de los componentes de una 

mezcla de sustancias.10-22 De todos los métodos analíticos e 

instrumentales, la cromatografía es el que tiene mayor aplicación y, por 

ello, ocupa una posición dominante.10 Es una técnica consistente en la 

separación de los componentes de una mezcla de sustancias en una fase 

estacionaria haciéndole pasar una fase móvil presurizada. Existe una 

variedad de métodos cromatográficos. En este trabajo, sólo se hace 

referencia a la cromatografía de fase químicamente unida.

El principio básico se fundamenta en los equilibrios de distribución de 

los compuestos presentes entre dos fases no miscibles en la que una, 

llamada estacionaria, está inmovilizada en una columna o fijada sobre 

un soporte y la otra, llamada móvil, se desplaza por la fase 

estacionaria.10 Participan los procesos físico-químicos de: (1) Reparto, 

que refiere que el soluto se equilibra entre la fase estacionaria y la fase 

móvil por diferencia de solubilidad, y (2) Adsorción, relativo a la fijación 

de una sustancia en la superficie de otra.10-13,16,17

La elución es el proceso en el cual se separan los solutos a través de 

una fase estacionaria por el movimiento de una fase móvil. La elución a 

diferentes velocidades de los compuestos conduce a su separación.
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2.2. Componentes de un Sistema de HPLC

Los componentes de un sistema de HPLC (Figura 5) son:10-13,16,17

 Reservorio de fase móvil

 Degasificador (opcional)

 Bomba

 Inyector (manual o automático)

 Columna (con termostatizado opcional)

 Detector

 Sistema de Datos

Figura 5. Componentes de un sistema de HPLC.

2.2.1. Fase Móvil

La fase móvil consta de una disolución o mezcla de disolventes que

se desplaza por el sistema cromatográfico provocando la separación de 

los compuestos. Tiene como principales características las siguientes: no 

debe tener sustancias contaminantes (alta pureza: grado HPLC), 

disolver a la muestra y no reaccionar con la fase estacionaria, ni 

degradarla o disolverla.10-13,16,17

2.2.1.1. Degasificador

La degasificación de la fase móvil evita la entrada de aire en el 

sistema. Lo anterior ocasiona descenso de presión, falta de 

reproducibilidad, disturbios en la línea base y modificaciones en la 

composición de la fase móvil.10-13,16,17

Fase
Móvil

Degasificador

Bomba

Inyector

Columna

Detector

Sistema 
de Datos
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Existen varias formas de degasificar, entre ellas:

 Filtración mediante vacío en línea o microvacío

 Introducción de gas inerte como argón o helio que reemplaza otros 

gases disueltos. Su desventaja es que requiere de un flujo constante 

del gas

2.2.1.2. Fuerza de Elución

La fuerza del disolvente es una clasificación relativa de la habilidad de 

un disolvente de desplazar un componente dado de una fase 

estacionaria, relativa a otros disolventes.

Una lista de los disolventes o mezclas de disolventes en orden 

creciente de fuerza de elución para una particular fase estacionaria es 

conocida como serie eluotrópica.

La serie eluotrópica refleja la polaridad creciente e hidrofilicidad de 

los disolventes. Dependiendo del método utilizado para determinar la 

serie eluotrópica puede haber cambios de lugar de disolventes. Es una 

guía de la fuerza del disolvente14,15 y se puede utilizar en los análisis por 

HPLC para la mejora o perfeccionamiento de los mismos, ya que en fase 

reversa al aumentar el porcentaje de disolvente orgánico en la fase 

móvil, disminuye el tiempo de retención de los compuestos. Esto último 

también ocurre al aumentar la concentración de sales de la fase móvil. 

La modificación al pH puede cambiar la elución de los compuestos, 

dependiendo su grado de ionización debido a que la retención de 

compuestos ionizables es fuertemente influenciada por el pH.16,17

El aumento en el flujo de la fase móvil provoca una disminución del 

tiempo de análisis y un aumento en la presión, pero no modifica la 

separación de los compuestos.
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2.2.2. Bomba

La bomba es parte fundamental del sistema de HPLC. Sus 

características son:10-13,16,17

 Debe ser químicamente inerte

 Fabricada con materiales completamente resistentes

 Soportar altas presiones

 Proporcionar un flujo de 0.5 - 10 mL/min con reproducibilidad alta

(1.0%) (Ver nota “1” al pie de página) y libre de pulsos

 De preferencia, proveer un gradiente de fase móvil y un cambio 

rápido de disolvente

2.2.3. Inyector

Permite la introducción de un volumen de muestra al circuito líquido 

que se encuentra en alta presión. Trabaja con dos circuitos: a presión 

alta y atmosférica. Puede realizarse la inyección de la muestra de forma

manual o automática; esta última se prefiere ya que disminuye el error 

humano y aumenta la precisión.16,17

2.2.4. Columna

Consiste en un tubo de pequeño diámetro interno que contiene 

partículas esféricas de sílica (denominadas base de soporte) en cuya 

superficie se enlaza químicamente la fase estacionaria. Generalmente se 

utiliza como fase estacionaria una cadena hidrocarbonada de 18 

carbonos.

Cuando la fase estacionaria tiene un carácter no polar, como el caso 

anterior, se dice que el análisis que se está llevando a cabo es en fase 

                                   

1 Aunque existen bombas capaces de proporcionar flujos inferiores a 0.5 mL/min.
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reversa. Por el contrario, cuando tiene un carácter polar, por ejemplo los 

grupos ciano, amino y nitro, se denomina fase normal.16-18,22

2.2.4.1. Control de la Temperatura de la Columna

El control termostatizado de la columna provoca que se obtengan 

áreas y tiempos de retención más reproducibles. Además, al aumentar 

la temperatura mejora la desorción de los analitos reduciendo el coleo 

de los picos y el tiempo de retención; igualmente disminuye la 

viscosidad y por tanto la presión desciende.16-18,22

2.2.4.2. Variación en las Dimensiones de la Columna

En la Tabla 5 se muestran los efectos sobre la elución de compuestos 

al modificar las dimensiones de la columna cromatográfica16-18,22 (Figura 

6).

Tabla 5. Efecto de la disminución del tamaño de partícula, diámetro 

interno y largo de la columna en los análisis por HPLC. 10-13,16-18,22

Parámetro Al disminuir Justificación

Tamaño de

Partícula

 Mejor separación

  Tiempo de análisis

 Provoca que picos anchos se vuelvan esbeltos

  Presión

Aumenta la superficie de 

contacto y el número de 

sitios activos que están en 

contacto con los analitos

Diámetro

Interno

  Tamaño de los picos

  Ancho

  Cantidad de disolvente

  Presión

  Flujo

Una banda de separación 

menos diluida es formada

por la fase móvil, ya que 

sólo al variar el diámetro 

interno, se varía el 

volumen en la columna

Largo  Proporcionalmente el tiempo de análisis

 Proporcionalmente el uso de disolventes

 Presión

Disminuye el tiempo que 

tardan en recorrer los 

analitos la columna
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Figura 6. Efecto de la variación del tamaño de partícula, diámetro 

interno, largo y temperatura de la columna sobre la separación de 

compuestos.18

2.2.5. Detector

Consiste en un dispositivo capaz de convertir una propiedad física, no 

medible directamente, en una señal elaborable y ofrecer información 

sobre la naturaleza y magnitud de la propiedad física. Se utiliza para 

revelar la presencia de las sustancias eluídas a la salida de la columna 

cromatográfica. En la Tabla 6 se muestran algunas características de 

ciertos detectores para cromatografía de líquidos.10-13,16,17

2.2.6. Elución Isocrática y por Gradiente

Al procedimiento en el que la composición de la fase móvil 

permanece constante a lo largo del análisis se llama elución isocrática.

En la elución por gradiente se cambia la composición de la fase móvil, 

ya sea de forma continua o en etapas. Tiene la ventaja de que se 

obtienen picos bien formados y sin cola. Además, el tiempo de elución 

disminuye y pueden separarse picos que no se pueden separar con la 
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elución isocrática.10-13 En la Figura 7 se muestra un ejemplo de 

separación de compuestos con elución isocrática y por gradiente.

Tabla 6. Fundamento, características y sensibilidad de algunos 

detectores para HPLC.10-13,16,17

Detector Fundamento Características Sensibilidad11

Ultravioleta-

Visible

Espectrofotometría de 

absorción de luz visible 

y ultravioleta de un 

componente a una 

determinada longitud de 

onda

 Es el más empleado

 No destruye la muestra

 Se puede usar con

gradiente

1 pg

Arreglo de

Diodos

Detección de 

ultravioleta a múltiples 

longitudes de onda

 Permite obtener 

cromatogramas en 3 

dimensiones (absorbencia, 

tiempo y longitud de onda)

1 pg

Fluorescencia Mide la energía emitida 

por ciertos compuestos 

excitados por la 

radiación ultravioleta

 Realiza análisis 

espectrales

 Altamente selectivo

10 fg

Electroquímico Mide la corriente de 

oxidación o reducción 

en los compuestos que 

son capaces de 

reaccionar de esta 

manera

 Alta especificidad

 Muy selectivo

100 fg
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Figura 7. Separación de bifenilos clorados con elución isocrática y por 

gradiente.12,13, 14,15,16,17,18,19,20,21,22

2.3. Aplicaciones de la Técnica de HPLC

Si el componente a analizar es soluble, ya sea en disolventes polares 

o no polares, se puede analizar por HPLC. Se pueden llevar a cabo 

análisis en fracciones de segundos (Figura 8), en matrices complejas 

como líquidos biológicos (Figura 9) y determinando concentraciones muy 

bajas de los compuestos de interés (Figura 10).16,17,22

Figura 8. Ultra-rápida separación de una mezcla de fenonas.22



                                                                                    Marco Teórico

Figura 9. Análisis de compuestos en orina humana.12

Figura 10. Análisis de aflatoxinas en mantequilla de maní.12

2.4. Análisis de Aminoácidos por HPLC

El análisis de aminoácidos es de amplia utilidad en los ámbitos 

bioquímicos y farmacéuticos, incluso en la investigación clínica. Los 

métodos utilizados en la determinación de aminoácidos en fluidos 

biológicos implican una separación por cromatografía de intercambio 

iónico o de fase químicamente unida (fase reversa).23

La detección de los aminoácidos, ya sea por absorbencia, 

fluorescencia o detector electroquímico, requiere una reacción de 

derivatización. Esto proporciona a los aminoácidos la capacidad de ser 

detectados, incrementándose la especificidad del método. Los reactivos 
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utilizados son ninhidrina, o-ftalaldehído (OPA), fenilisotiocianato, cloruro 

de 5-dimetilamino-1-naftalensulfonilo (dansyl) y 9-fluorenilmetil 

cloroformato (FMOC).23

El OPA es el agente más común para el análisis de aminoácidos por 

HPLC en fase reversa,24 es un efectivo agente derivatizante debido a su 

facilidad de reaccionar con los grupos amino. La reacción de 

derivatización de aminoácidos primarios (donde el grupo amino se 

encuentra unido a uno y sólo un átomo de carbono) con OPA se muestra 

en la Figura 11.25

Figura 11. Reacción de derivatización de los aminoácidos primarios con 

OPA.25

Los derivados isoindólicos contienen en la posición 1 del anillo la 

cadena lateral de los aminoácidos. En presencia de un compuesto tiol y 

pH alcalino, el OPA reacciona con aminoácidos primarios y forma 

derivados fluorescentes. El procedimiento de derivatización es bastante 

simple y la reacción ocurre rápidamente a temperatura ambiente en 

disolución acuosa. El análisis de aminoácidos vía derivatización no 

requiere procedimientos de purificación adicionales al tratamiento de las 

muestras. Los derivados con OPA son menos polares que los 

aminoácidos originales en sí, lo que permite su separación por fase 

reversa. Además, el reactivo sin derivatizar no presenta fluorescencia 

nativa y como consecuencia no produce señales interferentes. Los 

productos de derivatización presentan un tiempo corto de vida media. 
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La ventaja de su uso con la detección fluorescente es que este 

reactivo no presenta esta propiedad per se; se puede alcanzar una alta 

reproducibilidad y sensibilidad (fmoles).23

Otro tipo de análisis reportado en la literatura es el uso de 

cromatografía de intercambio iónico con una derivatización 

postcolumna.23 De hecho, varias compañías comerciales han establecido 

diferentes protocolos, basados en intercambio catiónico, fase reversa y 

detección electroquímica, fluorescente o por ultravioleta.26,27,28 Uno de 

ellos, el de Pickering Laboratories 29  reporta el análisis de 45 

aminoácidos por intercambio catiónico utilizando gradiente de fase móvil 

y temperatura con ninhidrina como agente derivatizante. Además del 

OPA, otros agentes derivatizantes podrían ser utilizados, como el cloruro 

de dansyl, para la detección de cistina, imposible con el uso de OPA; el 

fenilisotiocianato para aminoácidos primarios y secundarios o el FMOC 

para aminoácidos secundarios.23

Para analizar aminoácidos libres en muestras fisiológicas como 

plasma, orina y líquido cefalorraquídeo, es necesario eliminar las 

proteínas presentes. Varios métodos han sido descritos para la 

deproteinización de muestras; incluyen precipitación con ácidos (ácido 

sulfosalicílico, ácido perclórico, ácido tricloroacético) o disolventes 

orgánicos (etanol, metanol, acetonitrilo), ultrafiltración, 

ultracentrifugación y diálisis.23 El acetonitrilo ha sido utilizado como 

agente deproteinizante debido a que no interfiere con la determinación 

de aspartato y se reporta una completa recuperación de triptófano.30
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3. Demencia Tipo Alzheimer

3.1. Características de la Demencia Tipo Alzheimer

La DTA es la causa de uno de los más comunes tipos de demencia. Es

un trastorno o desorden cerebral neurodegenerativo que afecta a los 

adultos mayores. Se caracteriza por la formación de agregados de dos 

proteínas: placas neuríticas y marañas neurofibrilares, que están 

involucradas en el proceso de neurodegeneración y muerte neuronal.

También existe una reducción de sinapsis y pérdida de células 

neuronales. 31  La neurodegeneración en la DTA es una condición 

patológica de las células, como una forma acelerada del envejecimiento. 

Las placas neuríticas son generadas por depósitos en el cerebro humano 

de fibras del péptido -amiloide, un fragmento derivado del 

procesamiento proteolítico de la proteína precursora de amiloide. El 

mayor componente de los fragmentos pareados helicoidales, que forman 

una red filamentosa compacta, descritas como marañas neurofibrilares, 

es la proteína Tau. Existe evidencia en estudios de cultivos cerebrales 

que el estrés oxidativo constituye el principal factor implicado en la 

modificación de las señalizaciones de rutas metabólicas neuronales. Esto 

conlleva a anormalidades bioquímicas y estructurales y a una 

neurodegeneración en la DTA. La mayoría de los casos corresponden a 

la forma esporádica (90-95%).

El síntoma principal es la pérdida de la memoria, como la dificultad 

para recordar nombres y eventos recientes en las etapas iniciales. Otros 

síntomas tardíos son alteraciones del juicio, desorientación, confusión, 

cambios en la conducta y problemas en el habla y al caminar.32

El diagnóstico de certeza requiere que la manifestación de lesiones 

particulares en el tejido cerebral. Por ende, el diagnóstico certero es 

establecido en las autopsias, jamás en la práctica; el 90% de las 

lesiones cerebrales concuerda con el diagnóstico clínico. 33  No hay 
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pruebas convincentes de que cualquiera de las diversas formas de 

tratamiento propuestas para la DTA tengan algún efecto saludable.34

Los criterios diagnósticos para la DTA son:

 Definir la demencia mediante examen clínico, la Miniexploración del 

Estado Mental, la Escala de Demencia de Blessed o un examen 

similar del estado mental

 Edad del paciente

 Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones 

cognoscitivas como lenguaje, percepción y capacidades motoras

 Exclusión de otras enfermedades cerebrales

La prueba de Miniexploración del Estado Mental, llamada también

Mini-Mental, por su nombre en inglés Mini-Mental State Examination, fue 

desarrollada como una prueba de evaluación de función cognitiva. Está 

dividida en varias secciones: orientación, registro, atención y cálculo, 

evocación y lenguaje. La administración toma de 5 a 10 minutos y el 

máximo puntaje es de 30, donde un valor  24 corresponde a un sujeto 

normal. Se ha utilizado como una prueba de evaluación de demencia y 

como parte del estudio de diagnóstico de la DTA, ya que corresponde 

del 60 al 80% de los casos de demencia.32,35

3.2. Aminoácidos y la Demencia Tipo Alzheimer

La determinación de aminoácidos libres es de interés en tejido 

cerebral humano, líquido cefalorraquídeo y plasma, sobre todo en 

sujetos post mórtem, debido a que existen cambios en los niveles de 

aminoácidos. Existe una gran discrepancia en la literatura sobre las 

variaciones encontradas en la DTA. Las concentraciones plasmáticas de 

aminoácidos libres podrían funcionar como un factor de regulación de 

biosíntesis de neurotransmisores en el cerebro.36
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En la Tabla 7 se muestran algunos cambios que se han reportado en 

la literatura.

Tabla 7. Cambio en las concentraciones de aminoácidos en distintas 

muestras en pacientes con DTA.

Muestra Cambio en los Niveles
de Aminoácidos

Autor

LCR*  L-Gln
 L-Asp

D’Aniello, et al. 200537

LCR  D-Ser
 D-Asp
 L-Gln
 L-His

Fisher, et al. 199838

LCR  Glu
 Asp
 Lys

Martínez, et al. 199339

LCR  Asp
 Glu
 Gln

Tohgi, et al. 199240

LCR  Glu
 Gli

Plasma  Asp
 Gli
 Asn
 GABA

Jiménez, et al. 199841

LCR  Gly
 Leu
 Val

Plasma  Tau
 Glu

Basun, et al. 199042

Plasma  Phe
 Arg/(Orn+Lys+His)
 100*[Tau/(Ser*Met)

Ravaglia, et al. 200436

Plasma  Trp
 Met
 Tir/Trp+Phe+Val+Leu+Ile
 100*[Tau/(Ser*Met)

Fekkes, et al. 199843

Suero  D-Ser
 L-Ser

Hashimoto, et al. 200444

Tejido Cerebral  GABA
 Glu
 Asp

Seidl, et al. 200145

             * LCR = Líquido cefalorraquídeo
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D I S E Ñ O  E X P E R I M E N T A L

Las condiciones de análisis fueron optimizadas a partir de un método 

de referencia, el cual establece la determinación de los aminoácidos 

presentes en proteínas/hidrolizados proteicos, vía una derivatización 

precolumna.46 (Apéndice 1) Para el análisis de aminoácidos en plasma 

sanguíneo, el proceso de separación fue optimizado mediante la 

modificación de la metodología de derivatización e inyección, gradiente

y composición de la fase móvil B, incluyendo GABA y taurina como 

analitos.

 Los aminoácidos analizados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Aminoácidos analizados por el sistema de HPLC en este 

trabajo.

Aminoácidos

Aspartato Histidina Alanina Metionina

Glutamato Glicina Taurina Triptófano

Asparagina Treonina GABA Fenilalanina

Serina Citrulina Tirosina Isoleucina

Glutamina Arginina Valina Leucina

Cada aminoácido fue cuantificado utilizando una curva de calibración.

Una metodología fue propuesta para el tratamiento de las muestras de 

plasma sanguíneo. El número de muestras analizadas fueron de 10, 

para el grupo control, y de 6, para los pacientes con DTA.

4. Condiciones Experimentales

4.1. Reactivos

En la Tabla 9 se muestran los reactivos utilizados.
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Tabla 9. Pureza, masa molecular, marca y lote de los reactivos 

utilizados.

Reactivo
Pureza

[%]

Masa Molecular

[g/mol]
Marca Lote

Ácido L-aspártico 99 133.1 Sigma Aldrich, 

SigmaUltra (TLC)

042K0056

Ácido L-glutámico Mínimo 99 147.13 Sigma Aldrich 

(TLC)

015K0015

L-Asparagina Mínimo 98 132.12 Sigma Aldrich 

(TLC)

061K5407

L-Serina Mínimo 99 105.1 Sigma Aldrich 

(TLC)

111K0883

L-Glutamina 99 146.15 Sigma Aldrich, 

ReagentPlusTM

056K0149

L-Histidina 99 155.16 Sigma Aldrich, 

ReagentPlusTM

026K1627

Glicina Mínimo 99 75.07 Sigma Aldrich 

(TLC)

122K0035

L-Treonina 98 119.12 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

095K0374

L-Citrulina Mínimo 98 175.19 Sigma Aldrich 

(TLC)

073K2511

L-Arginina 98 174.2 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

105K0036

L-Alanina 98 89.09 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

035K0565

Taurina 99 125.15 Sigma Aldrich 01528KO

Ácido -aminobutírico Mínimo 99 103.12 Sigma Aldrich 083K0020

L-Tirosina 98 181.19 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

075K0015

L-Valina 100 117.15 Sigma Aldrich, Cell 

Culture Tested, 

non-animal source

026K0373

L-Metionina 98 149.21 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

056K0059

L-Triptófano 98 204.23 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

026K0375

L-Fenilalanina 98 165.19 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

075K0097
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Tabla 9. Continuación.

Reactivo
Pureza

[%]

Masa Molecular

[g/mol]
Marca Lote

L-Isoleucina 98 131.18 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

026K0716

L-Leucina 98 131.18 Sigma Aldrich, 

Reagent Grade

045K0387

Fosfato dibásico

de sodio

Mínimo 99 141.96 Sigma Aldrich, 

SigmaUltra

086K0066

Cloruro de sodio 99.5 58.44 Fluka, BioChemika, 

Ultra (AT)

1266100

Cloruro de potasio 99.5 74.56 Fluka, BioChemika, 

Ultra (AT)

1195693

Cloruro de calcio

dihidratado

99.5 147.02 Fluka, BioChemika, 

Ultra (KT)

1237867

Cloruro de magnesio

hexahidratado

99.0 203.31 Fluka, BioChemika, 

Ultra (KT)

1256069

Bicarbonato de sodio 99.5 84.01 Fluka, BioChemika, 

Ultra (T)

1308058

Fosfato monobásico

de sodio dihidratado

99.0 156.01 Fluka, BioChemika, 

Ultra (T)

1234415

Metanol 99.98 32.04 J. T. Baker (HPLC) E37C13

Acetonitrilo 99.99 41.05 J. T. Baker (HPLC) E32C51

El reactivo OPA (conteniendo o-ftalaldehído y ácido 3-

mercaptopropiónico en buffer de borato; lote 1391532) y el buffer de 

borato (lote 1299234) 0.4 N en agua a pH 10.2 son de la marca Agilent. 

Se realizaron alícuotas del reactivo OPA colocando 100 µL en insertos de 

vidrio con soporte de polímero almacenándolas a 4ºC. Cada alícuota se 

utilizó como máximo por 7 días. 

El agua desionizada utilizada fue generada al hacer pasar agua 

bidestilada por un sistema Simplicity® UV de la marca Millipore (No. de 

inventario: 02235137, Lote: F6PN88357) con un filtro final de 0.05 µm.



                                                                           Diseño Experimental

4.2. Disoluciones

La disolución Krebs Ringer acidificada (DKRA) fue utilizada como 

medio para las diluciones de los estándares y como blanco del estudio, 

ya que es isotónica al plasma sanguíneo. 47 Fue acidificada para 

mantener la estabilidad de los aminoácidos. Fue preparada pesando la 

masa necesaria para un volumen final de 250 mL con una concentración 

138 mM de NaCl, 11 mM de KCl, 1.5 de CaCl2, 1 mM de MgCl2, 11 mM 

de NaHCO3 y 1 mM de NaH2PO4. Se disolvieron las sales en agua 

desionizada, se ajustó el pH a 3.0 con ácido clorhídrico 0.1 M.

La fase móvil A consistió en una disolución 40 mM de fosfato dibásico 

de sodio a pH 7.8. La fase móvil B se preparó mezclando 

acetonitrilo:metanol:agua en una proporción 40:45:10.

Todas las disoluciones fueron filtradas con una membrana de 0.22 

µm.

4.3. Sistema de HPLC

El sistema de HPLC utilizado es de la marca Agilent, modelo 1100 

(Agilent Technologies). Consta de una cabina para disolventes, un 

degasificador de vacío (Serie G1379A, no. de inventario 2207592), una

bomba binaria de doble pistón y alta presión con cámara mezcladora de 

disolventes y amortiguador (Serie G1312A, no. de inventario 2207593), 

un inyector automático con muestrador de placa de pocillos (Serie 

G1367A, no. de inventario 2211132), un módulo de temperatura 

controlada para el muestrador (Serie G1330B, no. de inventario

2211133), un compartimento termostatizado para columnas (Serie 

G1316A, no. de inventario 2211134) y un detector de fluorescencia 

(Serie G1321A, no. de inventario 2211135). La captura y manipulación 

de los cromatogramas se realizaron con una computadora personal

marca HP Compaq dc7600 (No. Inventario 2211136) en el ambiente 

Windows XP Professional con el programa ChemStation for LC 3D 
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systems Rev. B.01.03 [204], Agilent Technologies. Se utilizaron dos

columnas de fase reversa de la marca Agilent Zorbax Eclipse C18 AAA

Solvent Saver Plus con dimensiones de 3.0 mm de diámetro interno, 

150 mm de largo y 3.5 µm de tamaño de partícula (Serie USTE001638 y 

Lote AAA0632002 para ambas). Para la detección, se programó el 

detector para excitar a una longitud de onda de 340 nm y medir la 

energía emitida por los compuestos fluorescentes a 450 nm. La 

temperatura de la columna se estableció en 40ºC. El flujo y la 

aceleración de la bomba fueron de 1.000 mL/min y 100.00 mL/min2, 

respectivamente.

El gradiente y el programa de inyección utilizados en las 

determinaciones se muestran en el apartado de “Resultados”

4.4. Material Adicional

 Balanza marca Ohaus, modelo GA200, serie 2580, no. de inventario 

874774

 Parrilla de Agitación/Calentamiento marca Sybron/Thermolyne Nuova 

II, modelo SP18425, serie 30605202, no. de inventario 405714

 Potenciómetro marca Beckman modelo  360, serie 4921, no. de 

inventario 02259653, con un electrodo combinado modelo 511275 

(lote S712B) sin compensación automática de temperatura. Las 

mediciones de pH se realizaron previa calibración con disoluciones 

buffer de pH 4, 7 y 10

 Centrifuga marca Eppendorf, modelo 5415C, no. de inventario 

1483080

 Sonicador marca Bransonic Ultrasonic Cleaner, modelo 2510R-MT no. 

de inventario 2215356.

 Sistema de filtración marca Whatman de 1 L de capacidad (no. de 

inventario 02259635). Se utilizaron filtros de membrana Durapore®
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GV de 9 cm de diámetro de la marca Millipore de 0.22 µm de tamaño 

de poro

 Filtros de jeringa GHP Acrodisc 25 mm 0.45 µm GHP membrane, 

certificado HPLC

 Micropipetas marca Biohit Proline de 2-20, 20-200 y 100-1000 µL

NOTA:

Todo el material de vidrio y las espátulas fueron lavados con Extran

alcalino MA01, perfectamente enjuagados con agua municipal y con 

agua del sistema Millipore, y esterilizados.

5. Metodología

5.1. Programa de Inyección

El programa de inyección establecido en el método de referencia fue 

optimizado respecto a la cantidad de muestra y agua, lavados externos 

de la aguja y velocidades de toma. Algunos laboratorios de investigación 

(Laboratorio del Dr. Keith M. Kendrick, Dr. Carlos de la Riva y Dra. 

Rosalinda Guevara Guzmán) han utilizado 5 µL de muestra para la 

determinación plasmática de aminoácidos, catecolaminas y acetilcolina. 

En este trabajo se adecuó el sistema de HPLC para utilizar ese mismo 

volumen en lugar del que recomienda la compañía Agilent (0.5 µL).

El volumen de inyección total del método de referencia es de 36 µL. 

No se modificó la cantidad de buffer utilizado ni la del reactivo OPA. 

Como no fueron analizaron aminoácidos secundarios, no fue utilizado el 

reactivo FMOC. Fue considerado el mismo volumen final de inyección 

(36 µL) que en el método de referencia por lo que la cantidad de agua 

se modificó, de 32 µL a 28 µL para completar el volumen.

El lavado externo de la aguja con agua fue modificado de una única 

vez a tres veces, con el fin de asegurar la limpieza de la aguja de 

compuestos polares solubles en agua y evitar la contaminación entre 
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reactivos. En el caso del lavado único con acetonitrilo, el método de 

referencia lo establece como paso opcional. Se propusieron 2 lavados 

con acetonitrilo para eliminar posibles contaminantes de carácter no 

polar provenientes de las muestras de plasma y del reactivo OPA, con el 

fin de no contaminar el agua del Vial 4 y así evitar la generación de 

falsos picos.

La velocidad de toma propuesta es de 200 µL/min; se cambió a 50 

µL/min ya que se observó falta de reproducibilidad con la primera, 

debido a que la aguja tomaba de forma rápida la muestra permitiendo la 

entrada de aire a la aguja. Esto debido a la ubicación de la aguja en los 

insertos de plástico conteniendo las muestras.

El tiempo total aproximado que tarda el automuestrador en realizar 

los movimientos de la aguja es de 3 minutos.

5.2. Gradiente

El gradiente de elución fue modificado respecto al método de 

referencia al cambiar el porcentaje de fase móvil B y el tiempo de 

análisis. Para realizar las pruebas de variación del gradiente se 

prepararon disoluciones de concentración 1 mg/mL de cada aminoácido 

estudiado (Tabla 8) pesando cuidadosamente 1 mg de cada uno en 

tubos eppendorf de 2 mL y agregando 1 mL de DKRA. Después, para el 

análisis individual de los aminoácidos fue realizada una dilución 1/1000, 

colocando 1 µL de cada disolución 1 mg/mL en un tubo eppendorf de 2 

mL agregando 999 µL de DKRA. Para el análisis conjunto se realizó la 

misma dilución 1/1000 mezclando 1 µL de cada disolución individual de 

1 mg/mL y agregando 980 µL de DKRA. Así, la concentración final de 

cada aminoácido fue de 1000 pg/µL. Esta disolución fue utilizada para 

evaluar las pruebas del gradiente y la fase móvil. 

Como consecuencia de la modificación del gradiente, aumentó el 

tiempo de análisis. En el gradiente del método de referencia, fue de 26 
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minutos y los últimos 2.8 minutos fueron de regeneración del porcentaje 

inicial. En el gradiente final, el tiempo de análisis fue de 30 minutos con 

2.9 minutos de regeneración. Sumando a los 3 minutos que tarda el 

automuestrador en realizar los movimientos de las aguja, y que además 

se programó a la bomba para esperar otros 3 minutos después de 

finalizar el gradiente, el tiempo total de análisis fue de 36 minutos.

5.3. Composición de la Fase Móvil B.

La proporción de acetonitrilo fue modificada del método de 

referencia. De manera que, de una proporción 45:45:10 de 

acetonitrilo:metanol:agua, se utilizó 40:45:10 para el análisis de las 

muestras. Esto se realizó para aumentar la polaridad de la fase y así 

conseguir un aumento del tiempo de retención de los compuestos. 

5.4. Curva de Calibración

El método de estándar externo fue utilizado para la realización de la 

curva de calibración de los aminoácidos. Fueron preparadas soluciones 

individuales de concentración 10 mM. Después, todos los aminoácidos 

fueron mezclados en una misma disolución de concentración aproximada 

de 200 µM, para cada uno. Posteriormente, se realizaron diluciones 

hasta llegar a la concentración de 0.0009 µM. Las concentraciones 

inyectadas al sistema de HPLC fueron desde 0.0009 hasta 200 µM. A 

continuación se describe el proceso para la preparación de la curva de 

calibración. (Apéndice 2)

1. Pesar, en un vaso de precipitados de 10 mL, la masa para preparar 

10 mL de una disolución 10 mM de cada aminoácido.

2. Disolver con HCl 0.1 M y trasvasar a un matraz aforado de 10 mL, 

realizando varios lavados del vaso

NOTA: Glutamina se disuelve con agua
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3. Sumergir en un baño sónico durante 1-2 minutos

4. Realizar una mezcla y dilución 1/50 con DKRA, colocando 200 µL de 

cada disolución del paso 2 en un matraz de 10 mL (disolución 200 

µM, denominada “disolución madre”)

5. Colocar 800 µL de la disolución anterior un tubo eppendorf y añadir 

80 µL de DKRA (disolución 181.8 µM)

6. Colocar 600 µL de la disolución anterior un tubo eppendorf y añadir 

300 µL de DKRA (disolución 121.2 µM)

7. Realizar diluciones seriadas 1/2, tomando 500 µL y agregando 500 µL 

de DKRA, hasta llegar a una concentración de 0.0009 µM

La disolución inicial de los estándares en ácido clorhídrico 0.1 M fue 

tomada de Frank y Powers24, debido a que las disoluciones de 

aminoácidos son estables a pH bajo, exceptuando para glutamina, que 

presenta una mayor estabilidad en agua. 48  Así mismo, Tcherkas y 

colaboradores reportan la preparación de disoluciones estándares de la 

curva de calibración a partir de una concentración 200 µM.49

5.5. Tratamiento de las Muestras de Plasma.

El tratamiento de las muestras de plasma consistió en la extracción 

de sangre venosa en un tubo con EDTA como agente anticoagulante, 

obteniendo así el plasma. Éste fue deproteinizado con la utilización de 

acetonitrilo. Posteriormente, la muestra fue centrifugada para evitar un 

bloqueo en la columna, lo que se traduciría en un aumento de la presión 

del sistema y la posibilidad de interferir en las determinaciones. El 

tratamiento se realizó de la siguiente manera:

1. Extraer 4 mL de sangre en tubo con K2EDTA

2. Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 minutos
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3. Separar el plasma del paquete celular y almacenar a -70ºC hasta su 

análisis

4. Mezclar 200 µL de plasma con 200 µL de acetonitrilo

5. Centrifugar a 14,000 rpm durante 7 minutos

6. Separar el sobrenadante y hacerlo pasar por filtros de jeringa de 0.45

µm

7. Realizar una dilución 1/20 tomando 10 µL y añadiendo 190 µL de 

DKRA

8. Inyectar esta disolución al sistema de HPLC vía programa de 

inyección en automuestrador

5.6. Análisis de Aminoácidos en Sujetos Controles y Pacientes

con Demencia Tipo Alzheimer

Diez sujetos controles y 6 pacientes con DTA fueron analizados. Las 

muestras de sangre fueron proporcionadas por la M.C.E. Araceli Jiménez

Mendoza y su grupo de trabajo de la Escuela Nacional de Enfermería y 

Obstetricia de la UNAM, la Dra. Carmen Cruz Revilla y la Dra. Mónica 

Beatriz Aburto Arciniega, de la Facultad de Medicina, en colaboración 

con la Dra. Rosalinda Guevara Guzmán como parte del Macroproyecto 

de la Facultad de Medicina “Nuevas Estrategias Epidemiológicas, 

Proteómicas y Genómicas en Salud Pública” en la línea de investigación 

“Enfermedades Neurodegenerativas”. Los sujetos en estudio contaban 

con historia clínica.

Los controles, adultos mayores, tuvieron los siguientes parámetros 

de inclusión: resultado de la Prueba Miniexploración del Estado Mental 

24, sin depresión, demencia vascular, enfermedad vascular cerebral, 

diabetes mellitus, hipertensión y traumatismos craneoencefálicos. Los 

pacientes con DTA tuvieron un resultado de la Miniexploración del 

Estado Mental  23.
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Una mezcla de aminoácidos a una concentración 1.8 µM, obtenida a 

partir de la curva de calibración, fue utilizada para corroborar el tiempo 

de retención. Las muestras fueron analizadas en diferentes días debido 

al análisis de aminoácidos en otras patologías como parte del 

Macroproyecto.

Además de los aminoácidos, se reportan algunos índices que reflejan 

el comportamiento de los aminoácidos en sistemas biológicos así como 

el porcentaje de cada aminoácido relativo a la concentración total de 

ellos, sin incluir alanina y taurina.

5.7. Análisis Estadístico

El análisis estadístico fue llevado a cabo mediante el programa SPSS 

13.0 para Windows. La prueba de Kolmogorov-Smirnov fue utilizada 

para evaluar la normalidad de los resultados al compararlos con una 

distribución normal (tipo gaussiana), debido a que de este resultado 

depende la prueba estadística a utilizar (análisis paramétrico, cuando los 

datos se comportan de forma gaussiana o no paramétrico, en caso 

contrario). El resultado de la probabilidad de esta prueba mayor o igual 

a 0.05 implica un comportamiento normal de los datos, permitiendo así 

la comparación de dos muestras independientes (grupo control y 

pacientes con DTA) mediante la prueba de t de Student. Para esto, fue

necesario realizar la prueba de Levene, que sirve para evaluar la

homogeneidad de varianzas. Un resultado menor a 0.05 indicó que la 

varianza es heterogénea y por consiguiente se tomó el valor 

correspondiente a esta prueba en el análisis por t.
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6. Resultados

6.1. Programa de Inyección

El programa de inyección propuesto en este trabajo (Tabla 10)

presenta cambios, respecto al método de referencia, en la cantidad de

muestra utilizada (5 µL, en lugar de 0.5 µL), cantidad de agua (28 µL,

en lugar de 32 µL). Lo anterior fue realizado para detectar, en un mayor

volumen, a los aminoácidos presentes en las muestras, conservando el

mismo volumen final de inyección propuesto por el método de referencia

(36 µL). Como se establece en el apartado “Diseño Experimental, 5.1

Programa de Inyección”, pág. 40, los lavados externos de la aguja

con agua y acetonitrilo fueron propuestos para eliminar posibles

impurezas, provenientes de la muestra y el reactivo OPA, que puedan

quedar adheridos en la aguja y, como consecuencia, contaminar otros

viales.

Tabla 10. Programa de inyección utilizado para el análisis de las

muestras.

Número Acción Cantidad Ubicación Contiene

1 Tomar 2.5 L Vial 1 Buffer de borato

2 Tomar 5.0 L Cualquiera de los platos Muestra

3 Mezclar

(2 veces)

7.5 L Loop ---

4 Esperar 0.50 min --- ---

5 Tomar

(3 veces)

0.0 L Vial 2 Agua, para lavado 

externo de aguja

6 Tomar 0.5 L Vial 3 Reactivo OPA

7 Mezclar

(6 veces)

8.0 L Loop ---

8 Tomar

(2 veces)

0.0 L Vial 2 Agua, para lavado 

externo de aguja

9 Tomar

(2 veces)

0.0 L Vial 5 Acetonitrilo, para 

lavado externo de 

aguja
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Tabla 10. Continuación.

Número Acción Cantidad Ubicación Contiene

10 Tomar 28.0 L Vial 4 Agua

11 Mezclar

(2 veces)

18.0 L Loop ---

12 Inyectar 36 L Loop Mezcla de reacción

6.2. Gradiente

El gradiente del método de referencia (Figura 12) consta de una

meseta inicial de 0% de fase móvil B seguida de un incremento lineal,

para llegar al 100% se manera súbita, y posterior regeneración de la

condición inicial. En fase reversa, dado que la fase móvil A es de

carácter polar, y la B, de carácter no polar, el incremento en esta última

disminuye la polaridad de la fase móvil promoviendo la elución de los

compuestos. La regeneración al 0% tiene como fin realizar un nuevo

análisis para comenzar en la meseta inicial. Los compuestos de alta

polaridad, que no son afines a la columna, son los que presentan el

menor tiempo de retención (aspartato y glutamato, por la carga

negativa del grupo carboxilo al pH de la fase móvil A). Los analitos no

polares son forzados a salir de la columna a incrementar el % de fase

móvil B. Así mismo, la meseta de 100% tiene como fin acarrear a los

compuestos no polares presentes en las muestras para que así no haya

coelución de muestra a muestra en los análisis.
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Figura 12. Gradiente establecido por el método de referencia.46

Tiempo

[min]

% de Fase

Móvil B

0.00 0.0

1.90 0.0

18.10 57.0

18.60 100.0

22.30 100.0

23.20 0.0

26.00 0.0

En el análisis individual (Figura 13), se observa que los picos de

aspartato y glutamato no presentan ninguna coelución. Asparagina y

serina se encuentran muy cercanos entre sí; los mismo que glutamina,

histidina, glicina, treonina, citrulina y arginina. También alanina, taurina

y GABA coeluyen, difiriendo muy poco en el tiempo de retención. Valina

y metionina y, fenilalanina e isoleucina, también tienen tiempos de

retención muy cercanos.

Figura 13. Análisis individual de los aminoácidos en estudio bajo el

método de referencia.46
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En el análisis conjunto (Figura 14) se confirma el traslape de los

picos, resaltando glicina con treonina, alanina y taurina con GABA,

valina con metionina y fenilalanina con isoleucina.

Figura 14. Análisis conjunto de los aminoácidos en estudio bajo el

método de referencia.46

La primera modificación al gradiente (Figura 15) consistió en añadir

meseta al 10% al inicio y modificar la pendiente del incremento

constante del gradiente. Así, se disminuyó el tiempo de retención de los

aminoácidos posteriores a glutamato, observando que se mejoró la

separación de asparagina, serina, glutamina, histidina, glicina, treonina,

citrulina y arginina. Pero, desde alanina hasta isoleucina, se juntaron

más los picos, al grado de no poder diferenciar entre varios de ellos. La

elución de aspartato no fue modificada y la de glutamato varió

ligeramente, disminuyendo el tiempo de retención.
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Figura 15. Primera modificación al gradiente del método de

referencia.46

Tiempo

[min]

% de Fase

Móvil B

0.00 0.0

0.50 0.0

1.00 10.0

4.00 10.0

15.00 70.0

15.50 100.0

19.50 100.0

20.50 0.0

26.00 0.0

En la segunda modificación (Figura 16), la meseta de 10% fue

extendida hasta el minuto 7 (tiempo en que detectaba arginina en la

primera modificación). Esto con el fin de mejorar la separación de los

picos desde asparagina hasta arginina. El incremento constante hasta

70% no fue modificado, por lo que no se obtuvo una buena separación

desde alanina hasta isoleucina.
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Figura 16. Segunda modificación al gradiente del método de

referencia.46

Tiempo

[min]

% de Fase

Móvil B

0.00 0.0

0.50 0.0

1.00 10.0

7.00 10.0

15.00 70.0

15.50 100.0

19.50 100.0

20.50 0.0

26.00 0.0

En la tercera modificación (Figura 17), la meseta del 10% fue

ampliada del minuto 7 al 8, para mejorar la separación de alanina,

taurina y GABA. Como la meseta que existe entre el 0 y 10% es igual a

la segunda modificación (Figura 16), no hubo diferencia en la separación

desde aspartato hasta arginina. En esta variación del gradiente, el

incremento al 70% fue modificado en tiempo y porcentaje. Lo anterior

aumentó los tiempos de retención de los analitos desde alanina,
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mejorando su separación; aunque fenilalanina e isoleucina permanecen

juntos. Se obtuvo una mejoría en la separación de GABA respecto a

alanina y taurina.

Figura 17. Tercera modificación al gradiente del método de

referencia.46

Tiempo

[min]

% de Fase

Móvil B

0.00 0.0

0.50 0.0

1.00 10.0

8.00 10.0

22.00 50.0

22.50 100.0

26.20 100.0

27.10 0.0

30.00 0.0
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El gradiente utilizado para el análisis de plasma sanguíneo (Figura

18) proporcionó una gran mejoría en la separación de todos los analitos,

exceptuando para alanina y taurina, en comparación al gradiente del

método de referencia (Figura 12 y Figura 14) La modificación del

incremento constante de 50% a 35% mostró una mejoría en la

separación de los últimos 5 aminoácidos. Con este gradiente no se pudo

separar alanina y taurina.

Figura 18. Gradiente utilizado para la determinación de aminoácidos en

plasma sanguíneo.

Tiempo

[min]

% de Fase

Móvil B

0.00 0.0

0.50 0.0

1.00 10.0

8.00 10.0

22.00 35.0

22.50 100.0

26.20 100.0

27.10 0.0

30.00 0.0
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La separación de los picos fue medida cuantitativamente con el

parámetro cromatográfico resolución, el cual fue determinado para el

gradiente del método de referencia y para el gradiente utilizado (Tabla

11). Los cambios en la resolución de GABA y metionina fueron los más

sobresalientes. La mayoría de los aminoácidos presentaron un aumento

en la resolución.

Tabla 11. Resolución de cada par de aminoácidos consecutivos para el

gradiente establecido por el método de referencia y el gradiente

utilizado en las muestras sanguíneas.

Sólo se resaltan los aminoácidos en que la resolución cambió de un valor menor de 1.0 a mayor 
de 1.5.
* Wh = Ancho del pico a la mitad de la altura.
** Resolución calculada respecto al pico anterior. Ver Apéndice 3.

Método de Referencia Gradiente utilizado

Aminoácido

Tiempo 
de 

retención 
[min]

Wh*

[min]
Resolución**

Tiempo 
de 

retención 
[min]

Wh*

[min]
Resolución**

L-Aspartato 1.513 0.1584 --- 1.518 0.1632 ---
L-Glutamato 3.182 0.1944 5.58 2.738 0.1358 4.81
L-Asparagina 6.302 0.1573 10.47 3.659 0.1428 3.90

L-Serina 6.508 0.1453 0.80 3.950 0.1483 1.18
L-Glutamina 7.209 0.1451 2.85 4.601 0.1545 2.54
L-Histidina 7.463 0.1275 1.10 4.966 0.1596 1.37

Glicina 7.710 0.1507 1.05 5.501 0.1664 1.94
L-Treonina 7.922 0.1058 0.98 5.905 0.1728 1.41
L-Citrulina 8.246 0.1459 1.52 6.868 0.1901 3.13
L-Arginina 8.572 0.1464 1.32 7.976 0.2074 3.29
L-Alanina 9.132 0.2246 1.78 9.560 0.2400 4.18
Taurina 9.132 --- --- 9.776 0.2055 0.57
GABA 9.312 0.1087 0.64 10.667 0.2232 2.45

L-Tirosina 10.266 0.1479 4.39 14.389 0.1699 11.17
L-Valina 12.020 0.1796 6.32 17.866 0.1712 12.03

L-Metionina 12.224 0.1181 0.81 18.346 0.1687 1.67
L-Triptófano 13.043 0.1488 3.62 20.207 0.1670 6.54

L-Fenilalanina 13.414 0.1270 1.59 20.772 0.1741 1.95
L-Isoleucina 13.587 0.1706 0.69 21.062 0.1728 0.99
L-Leucina 14.201 0.1476 2.28 22.247 0.1670 4.12
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La Figura 19 muestra un resumen de la evolución del gradiente en la

separación de los aminoácidos, mostrando el gradiente establecido por

el método de referencia y el gradiente utilizado en este trabajo. En esta

imagen se facilita observar la mejoría en la separación que se obtuvo en

todos los aminoácidos, excepto en alanina y taurina, que coeluyen y que

las condiciones experimentales utilizadas (como fase móvil, columna y

gradiente) no permitieron separarlos.

Figura 19. Evolución del gradiente en la separación de los analitos.

6.3. Composición de la Fase Móvil B.

Al modificar la composición de la fase móvil B, de 45:45:10 a

40:45:10 de acetonitrilo:metanol:agua, fue conseguida una pequeña

modificación en los tiempos de retención de los analitos, prevaleciendo

desde tirosina hasta leucina. De hecho, se consiguió que la línea base

llegara casi a la base del cromatograma en la mayoría de los

aminoácidos (Figura 20).
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Figura 20. Modificación a la composición de la fase móvil B.

6.4. Curva de Calibración.

En la Tabla 12 se indica la masa pesada de cada aminoácido para la

curva de calibración, así como la concentración real de la disolución

madre (aprox. 200 µM). La pureza fue tomada en cuenta para llevar a

cabo los cálculos.

40:45:10

45:45:10

Acetonitrilo:Metanol:Agua
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Tabla 12. Masa pesada de cada aminoácido para la curva de calibración

y concentración real de la disolución madre.

Aminoácido
Pureza

[%]

Masa 

Molecular

[g/mol]

Masa 

Pesada*

[g]

Concentración Real de la 

Disolución Madre [µM]

Aspartato 99 133.1 0.0133 198

Glutamato 99 147.13 0.0147 198

L-Asparagina 98 132.12 0.0133 197

L-Serina 99 105.1 0.0105 198

L-Glutamina 99 146.15 0.0146 198

L-Histidina 99 155.16 0.0155 198

Glicina 99 75.07 0.0076 200

L-Treonina 98 119.12 0.0119 196

L-Citrulina 98 175.19 0.0176 197

L-Arginina 98 174.2 0.0174 196

L-Alanina 98 89.09 0.0089 196

Taurina 99 125.15 0.0127 201

GABA 99 103.12 0.0103 198

L-Tirosina 98 181.19 0.0181 196

L-Valina 100 117.15 0.0119 203

L-Metionina 98 149.21 0.0148 194

L-Triptófano 98 204.23 0.0203 195

L-Fenilalanina 98 165.19 0.0165 196

L-Isoleucina 98 131.18 0.0131 196

L-Leucina 98 131.18 0.0132 197

* No incluye corrección por porcentaje de pureza

Para cada aminoácido fue obtenido un intervalo de linealidad

diferente y un buen coeficiente de correlación (0.999) (Tabla 13).
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Tabla 13. Intervalo de linealidad obtenido de la curva de calibración

para cada aminoácido.

Aminoácido

Intervalo de 

Linealidad

[µM]

R

Aspartato 0.0146 - 15.0 0.999

Glutamato 0.234 - 30.0 0.999

L-Asparagina 0.117 - 7.47 0.999

L-Serina 0.0293 - 15.0 0.999

L-Glutamina 0.468 - 30.0 0.999

L-Histidina 0.117 - 7.49 0.999

Glicina 0.949 - 15.2 0.999

L-Treonina 0.232 - 14.8 0.999

L-Citrulina 0.0146 - 7.46 0.999

L-Arginina 0.116 - 7.42 0.999

L-Alanina --- ---

Taurina --- ---

GABA 0.000914 - 0.234 0.999

L-Tirosina 0.0579 - 7.42 0.999

L-Valina 0.240 - 15.4 0.999

L-Metionina 0.115 - 7.36 0.999

L-Triptófano 0.115 - 7.38 0.999

L-Fenilalanina 0.0145 - 7.42 0.999

L-Isoleucina 0.0145 - 7.41 0.999

L-Leucina 0.233 - 7.47 0.999

En la Figura 21 se observa un ejemplo del grafico obtenido de la

curva de calibración de citrulina.
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Figura 21. Curva de calibración de citrulina.

6.5. Análisis de Aminoácidos en Sujetos Controles y Pacientes

con Demencia Tipo Alzheimer

En la Figura 22 se muestra un cromatograma de un paciente con

diagnóstico clínico de DTA traslapado con un estándar de concentración

1.8 µM. Se observa que aspartato y GABA son los aminoácidos que se

encuentran en menor concentración. Por otro lado, los aminoácidos

glutamina, glicina y valina están en mayor cantidad.
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Figura 22. Cromatograma de un paciente con diagnostico clínico de

DTA (color rojo) traslapado con un estándar de concentración 1.8 µM de

cada aminoácido (color azul).

Los resultados de los niveles de aminoácidos se muestran en la Tabla

14. Existe diferencia estadísticamente significativa al comparar los

resultados de la prueba de Miniexploración del Estado Mental indicando

la presencia de demencia en los pacientes con DTA.

Los niveles de histidina son significativamente elevados y, el índice

GABA/glutamato, asparagina% y glutamina%, disminuidos.

Al realizar las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene se obtuvo

que todos los parámetros determinados tuvieron un comportamiento

normal y, la mayoría, varianzas homogéneas, por lo que se utilizó la

prueba de t de Student para muestras independientes para el análisis

estadístico.
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Tabla 14. Parámetros determinados en los sujetos controles y en pacientes con DTA.

Adultos Mayores DTA*

Parámetro
N Promedio D.E.a E.E.b

p de 
Kolmogorov-

Smirnov
N Promedio D.E.a E.E.b

p de 
Kolmogorov-

Smirnov

p de 
Levene

p de t 
de 

Student

Edad 10 73.000 10.781 3.409 0.443 6 77.500 9.628 3.931 0.906 0.487 0.415
Miniexploraciónc 10 27.900 1.729 0.547 0.702 6 15.330 2.066 0.843 0.964 0.391 0.000

Aspartato 10 3.243 0.922 0.292 0.834 6 5.001 3.178 1.297 0.504 0.030 0.238
Glutamato 10 47.615 13.704 4.334 0.717 6 124.826 172.694 70.502 0.372 0.012 0.324
Asparagina 10 38.700 9.541 3.017 0.979 6 34.497 6.037 2.465 0.810 0.449 0.352

Serina 10 88.803 20.395 6.450 0.838 6 99.828 14.291 5.834 0.503 0.511 0.267
Glutamina 10 608.889 176.294 55.749 0.217 6 523.322 169.812 69.326 0.889 0.934 0.357
Histidina 10 67.968 11.425 3.613 0.836 6 87.507 23.636 9.650 0.986 0.060 0.041
Glicina 10 251.579 68.928 21.797 0.996 6 276.330 115.164 47.015 0.908 0.133 0.596

Treonina 10 88.959 21.192 6.701 1.000 6 124.242 49.456 20.190 0.995 0.051 0.065
Citrulina 10 27.885 11.428 3.614 0.910 6 30.967 7.108 2.902 0.774 0.476 0.564
Arginina 10 45.954 14.500 4.585 0.797 6 41.040 16.052 6.553 0.978 0.513 0.538
GABA 10 2.395 1.005 0.318 0.623 3 1.394 1.015 0.586 0.955 0.951 0.159

Tirosina 10 56.620 11.146 3.525 0.465 6 63.538 16.965 6.926 0.961 0.285 0.338
Valina 10 184.747 38.772 12.261 0.707 6 196.927 53.138 21.694 0.999 0.380 0.604

Metionina 10 23.359 4.581 1.449 0.929 6 27.525 5.398 2.204 0.925 0.699 0.121
Triptófano 10 40.012 13.783 4.359 0.468 6 49.399 19.452 7.941 0.997 0.392 0.276

Fenilalanina 10 52.792 11.339 3.586 0.999 6 57.738 12.517 5.110 0.713 0.863 0.430
Isoleucina 10 48.104 9.729 3.077 0.971 6 57.155 19.178 7.829 0.984 0.194 0.227
Leucina 10 120.051 23.828 7.535 0.979 6 130.614 40.691 16.612 0.997 0.158 0.519
Cit / Arg 10 0.610 0.230 0.073 0.897 6 0.802 0.158 0.065 0.970 0.393 0.095

GABA / Glu 10 0.052 0.019 0.006 0.930 3 0.017 0.025 0.014 0.790 0.621 0.025
Ser / Gli 10 0.370 0.103 0.033 0.968 6 0.400 0.120 0.049 0.943 0.413 0.597
Asn / Asp 10 12.740 4.581 1.449 0.806 6 8.979 4.231 1.727 0.938 0.992 0.125
Gln / Glu 10 14.574 8.894 2.813 0.376 6 10.449 6.449 2.633 0.705 0.612 0.341
Tyr / Phe 10 1.084 0.151 0.048 0.999 6 1.094 0.110 0.045 0.735 0.509 0.895

Trp / LNAAd 10 0.085 0.022 0.007 0.984 6 0.096 0.022 0.009 0.815 0.974 0.366
Tyr / LNAA 10 0.127 0.014 0.005 0.983 6 0.130 0.012 0.005 0.970 0.486 0.656
Phe / LNAA 10 0.118 0.021 0.007 0.610 6 0.119 0.013 0.005 0.695 0.726 0.970

Trp / LNAA  +  Tyr / LNAA 10 0.212 0.027 0.009 0.990 6 0.226 0.014 0.006 0.987 0.120 0.272
Esencialese 10 625.992 108.105 34.186 0.963 6 731.106 189.365 77.308 0.829 0.198 0.175

Ver “NOTAS” en página 636
1
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Tabla 14. Continuación.

Adultos Mayores DTA*

Parámetro
N Promedio D.E.a E.E.b

p de 
Kolmogorov-

Smirnov
N Promedio D.E.a E.E.b

p de 
Kolmogorov-

Smirnov

p de 
Levene

p de t 
de 

Student

No Esencialesf 10 1169.289 221.303 69.982 0.874 6 1199.349 208.544 85.138 0.920 0.994 0.792
Totalesg 10 1797.676 291.101 92.054 0.670 3 1973.924 392.437 226.573 0.999 0.565 0.409
LNAA 10 502.326 92.280 29.182 0.733 6 555.370 156.726 63.983 0.985 0.219 0.404
BCAAh 10 352.902 65.005 20.556 0.790 6 384.695 111.547 45.539 0.998 0.179 0.479

Básicosi 10 113.922 22.621 7.153 0.923 6 128.547 18.729 7.646 0.953 0.722 0.205
Ácidosj 10 50.858 14.364 4.542 0.822 6 129.828 175.819 71.778 0.380 0.012 0.322

Aromáticosk 10 149.424 32.737 10.352 0.868 6 170.675 45.620 18.624 0.892 0.667 0.295
BCAA / Aromáticos 10 2.409 0.384 0.122 0.578 6 2.246 0.114 0.047 0.997 0.104 0.335

Asp % 10 0.181 0.045 0.014 0.780 3 0.371 0.309 0.178 0.969 0.000 0.398
Glu % 10 2.697 0.779 0.246 0.570 3 12.559 15.454 8.922 0.863 0.000 0.384
Asn % 10 2.144 0.287 0.091 0.792 3 1.652 0.150 0.087 0.987 0.354 0.017
Ser % 10 4.963 0.963 0.304 0.824 3 5.490 0.636 0.367 0.995 0.515 0.398
Gln % 10 33.664 6.096 1.928 0.610 3 23.140 8.080 4.665 0.979 0.542 0.032
His % 10 3.800 0.364 0.115 0.967 3 3.862 1.246 0.719 0.783 0.003 0.940
Gli % 10 14.006 3.190 1.009 0.936 3 13.882 5.085 2.936 0.998 0.402 0.959
Thr % 10 4.944 0.832 0.263 0.995 3 4.769 1.298 0.750 0.999 0.454 0.781
Cit % 10 1.529 0.516 0.163 0.974 3 1.637 0.675 0.390 1.000 0.749 0.769
Arg % 10 2.552 0.628 0.199 0.726 3 2.480 1.289 0.744 1.000 0.204 0.893

GABA % 10 0.135 0.055 0.017 0.762 3 0.072 0.052 0.030 0.909 0.945 0.108
Tir % 10 3.143 0.352 0.111 0.656 3 3.266 0.987 0.570 0.988 0.028 0.851
Val % 10 10.350 1.713 0.542 0.551 3 10.104 2.882 1.664 1.000 0.368 0.853
Met % 10 1.292 0.069 0.022 0.563 3 1.313 0.273 0.158 0.814 0.002 0.908
Trp % 10 2.229 0.691 0.219 0.860 3 2.632 1.074 0.620 0.869 0.293 0.446
Phe % 10 2.931 0.384 0.122 0.939 3 2.846 0.737 0.425 0.886 0.079 0.788
Ile % 10 2.691 0.412 0.130 0.952 3 2.960 1.271 0.734 0.944 0.010 0.751
Leu % 10 6.747 1.199 0.379 0.735 3 6.964 2.292 1.323 1.000 0.302 0.826

Ver “NOTAS” en página 63

6
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NOTAS.

* DTA = Demencia tipo Alzheimer
a D.E. = Desviación estándar
b E.E. = Error estándar
c Miniexploración = Resultado de la prueba de Miniexploración del

Estado Mental
d LNAA = Aminoácidos largos neutros
e Suma de los aminoácidos histidina, treonina, valina, metionina,

triptófano, fenilalanina, isoleucina y leucina
f Suma de los aminoácidos aspartato, glutamato, asparagina, serina,

glutamina, glicina, citrulina, arginina y tirosina
g Suma de esenciales y no esenciales más GABA
h BCAA = Aminoácidos de cadena ramificada
i Básicos = Suma de arginina e histidina
j Ácidos = Suma de aspartato y glutamato
k Aromáticos = Suma de tirosina, triptófano y fenilalanina
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D I S C U S I Ó N

En este trabajo se determinó la concentración de aminoácidos libres

en plasma sanguíneo por HPLC en sujetos sanos, que formaron el grupo

control, y pacientes con diagnóstico clínico de DTA. Fueron realizadas

modificaciones al programa de inyección, gradiente y fase móvil en el

método de referencia de la compañía Agilent, el cual está enfocado a

determinar aminoácidos presentes en proteínas/hidrolizados proteicos.

Este trabajó forma parte del Macroproyecto de la Facultad de Medicina

“Nuevas Estrategias Epidemiológicas, Proteómicas y Genómicas en

Salud Pública”, en la línea de investigación “Enfermedades

Neurodegenerativas”, a cargo de la Dra. Rosalinda Guevara Guzmán. En

este trabajo fueron incluidos GABA y taurina como parte de los

aminoácidos en estudio dado que el primero ha presentado variaciones

en tejido cerebral y plasma en la DTA41,45, 50 , además de poseer

importancia considerable por su papel de neurotransmisor. También, se

ha visto implicado al aminoácido taurina en esta demencia, mostrando

una disminución de los niveles en pacientes con síntomas avanzados de

la DTA51, ya que es uno de los aminoácidos más abundantes en el

sistema nervioso central y tiene un papel importante en procesos

fisiológicos como osmoregulacion, neuroprotección y neuromodulación.52

Con la técnica utilizada no se pudo separar alanina y taurina. Las

posibles soluciones serían optimizar otros parámetros cromatográficos,

como la cantidad de sales y el pH de la fase móvil acuosa, nuevas

modificaciones a la fase móvil orgánica y temperatura de la columna o,

en su defecto, la utilización de columnas diferentes, como de

intercambio iónico con una derivatización postcolumna, en la que los

aminoácidos son separados en primera instancia. A su vez, sólo se pudo

determinar la concentración de GABA en 3 de las 6 muestras de los

pacientes con DTA, para lo cual se propone realizar un gradiente de la
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amplificación del detector con un aumento de la misma en el tiempo en

que sale el pico de GABA.

Respecto al manejo de un sistema de HPLC automatizado, el uso de

un automuestrador para realizar la reacción de derivatización e

inyección de las muestras permite disminuir errores significativos en la

cuantificación de los analitos, lo que favoreció en este trabajo el uso del

mismo. en La utilización de un procedimiento automático elimina los

errores humanos que podrían ocurrir en una derivatización manual;

aumenta la precisión del tiempo de reacción y el volumen de inyección.

Referente a la optimización de la metodología, las modificaciones al

programa de inyección (Tabla 10, pág. 46) permitieron asegurar la

limpieza de la aguja de inyección al aumentar los lavados de la misma.

Los lavados propuestos con acetonitrilo y agua previenen de la

contaminación entre muestras y la generación de falsos picos y por ende

de erróneas cuantificaciones. La disminución de la velocidad de toma

(de 200 a 50 µL/min) permitió aumentar la reproducibilidad entre los

estándares analizados.

El análisis individual de los aminoácidos (Figura 13, pág. 48) permitió

identificar cada una de las señales generadas por los aminoácidos, que

fue de vital importancia para reconocer los traslapes presentados en el

análisis conjunto (Figura 14, pág. 49).

La optimización al gradiente del método de referencia mejoró la

separación de varios aminoácidos, entre ellos GABA (Figura 15 a Figura

19, págs. 50 a 55). El cambio en las resoluciones de mayor

consideración corresponde a GABA y metionina (Tabla 11, pág. 54).

Para ellos, con esta metodología, se pudo incrementar a un valor mayor
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a 1.5, donde el traslape de los picos es del orden del 0.3%.11 La

resolución para todos los picos, excepto para alanina y taurina, en el

gradiente utilizado, es mayor a 1.0, en donde el traslape de las áreas es

cercano al 4%11 En vista de que alanina y taurina tienen corto grado de

separación (resolución de 0.57), no fueron cuantificados en este trabajo.

En este trabajo, la modificación de la composición de la fase móvil B

(Figura 20, pág. 56) sólo permitió aumentar de forma ligera el tiempo

de retención de los aminoácidos pero no mejoró la separación de los

mismos. Las posibles soluciones a esto sería modificar el porcentaje de

disolvente orgánico en la fase móvil B o cambiar la composición de sales

en la fase móvil A, para así mejorar la separación de los analitos con el

gradiente utilizado.

Con la optimización de la metodología, se pudieron cuantificar 18

aminoácidos en plasma sanguíneo, incluyendo a GABA (Figura 22, pág.

60). A pesar de que varios autores han reportado la cuantificación de

aminoácidos en fluidos biológicos,24,53,54 existen diferencias relacionadas

a la metodología empleada, como en el uso de otras fases móviles,

columnas y reactivos derivatizantes. Así, algunos investigadores han

publicado en la literatura el análisis de aminoácidos con el mismo

sistema cromatográfico y misma columna que se utilizó en este trabajo.

Por ejemplo, Bartolomeo y Maisano55 no determinaron GABA y taurina,

por lo que no reportan problemas de coelución; Schwarz y colabs.56

publicaron la necesidad de analizar por duplicado muestras de plasma

con distinta fase móvil ya que no lograron separar todos los aminoácidos

en su estudio. Cabe mencionar que ellos tampoco determinaron GABA.
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Con el uso de acetonitrilo como agente precipitante, no se observó

alguna interferencia de este disolvente en la determinación de los

aminoácidos. Relativo a los diferentes métodos de deproteinización de

muestras fisiológicas, Davey y Ersseer57 publicaron que la precipitación

de proteínas con acetonitrilo fue la forma más adecuada para el

tratamiento de las muestras de plasma y líquido amniótico. Sin

embargo, existen ventajas y desventajas del uso de disolventes

orgánicos y ácidos: con el uso de ácido tricloroacético y ácido

sulfosalicílico se han reportado una baja recuperación de triptófano, este

último puede interferir en la elución de aspartato y glutamato y con el

uso de acetonitrilo se ha reportado una disminuida detección de ciertos

aminoácidos como glicina y arginina.23

Los niveles de aminoácidos plasmáticos encontrados en el grupo

control (Tabla 14, págs. 61-62) son semejantes a los reportados en la

literatura.41,42, 58 , 59 Existe una gran controversia sobre las diferencias

encontradas de aminoácidos libres en pacientes con DTA. Esto puede

deberse por diferencias en las técnicas utilizadas (intercambio iónico o

fase reversa) muestras analizadas (tejido cerebral, líquido

cefalorraquídeo o plasma) o en sujetos vivos o post mórtem. Se ha

publicado que no se han encontrado diferencias en los niveles de

glutamato y aspartato, aunque otros autores reportan que se

encuentran aumentados o disminuidos;37,41 lo mismo ocurre con

histamina. 60 La degradación de histidina conlleva a la formación de

glutamato. Por otro lado, su descarboxilación forma histamina, que

posee propiedades vasodilatadores y está relacionada con procesos

alérgicos, además de ser un neurotransmisor.1 Glutamato y aspartato

además de GABA y glicina tienen un especial interés por ser

neurotransmisores excitadores e inhibidores, respectivamente.

Glutamato y aspartato por un lado, pueden aumentar la función
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cognitiva y mejorar la memoria, pero una estimulación excesiva está

relacionada con daño cerebral por excitotoxicidad.61 También se ha visto

una disminución de las funciones noradrenérgica, GABA-érgica y

serotoninérgica además de una pérdida de neuronas monoaminérgicas y

de las colinérgicas en el encéfalo en esta demencia.34 Esto explicaría que

el índice GABA/glutamato se encontrara disminuido, como una medida

indirecta de la elevada variación de los niveles de glutamato y la

reducción de los niveles de GABA. Sin embargo, las determinaciones de

GABA y glutamato, de forma individual, no presentaron diferencias

significativas. Cabe mencionar que algunos autores no han encontrado

cambios en los niveles de GABA.37,45 Desafortunadamente en sólo 3

individuos, de una población total de 6, con diagnóstico clínico de DTA,

se cuantificó GABA, por lo que no se puede concluir sobre una posible

variación de este aminoácido, al comparar los niveles con el grupo

control.

El aumento encontrado en los valores de histidina en los sujetos con

DTA no concuerda con lo reportado en la literatura, donde se ha visto

disminuida su concentración y por ende la de glutamato y la de

histamina.60 Porcentualmente, los valores de asparagina y glutamina

presentaron diferencia significativa, pero su interpretación requiere de

mucho cuidado, por la cantidad de sujetos con DTA estudiados y su

significado. Estos aminoácidos provienen del metabolismo de glutamato,

por lo que la disminución de asparagina implicaría un aumento de los

niveles de aspartato y disminución de los valores de glutamato. La

reducción de los niveles de glutamina resultaría de un aumento de los

valores de glutamato.
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No se encontraron diferencias significativas en los valores de

triptófano ni en los índices Trp/LNNA y Tyr/LNNA, lo cual no concuerda

con lo reportado en la literatura. Los niveles de triptófano en el plasma

de pacientes con DTA pueden resultar de una disminuida síntesis de

serotonina. Los índices Trp/LNNA y Tyr/LNNA reflejan la cantidad de

triptófano y tirosina disponible para la síntesis de serotonina y

catecolaminas, debido a que los LNAA compiten por el transporte a

través de la barrera hematoencefálica.43

Arginina y citrulina están relacionados con el estrés oxidativo en la

DTA, ya que al metabolizarse arginina, mediante la enzima óxido nítrico

sintasa, hay un aumento en los niveles de citrulina y de óxido nítrico36

Sin embargo, en este trabajo no se encontró diferencia de estos

aminoácidos en sujetos con DTA.

Los niveles de aspartato, glutamato, GABA, arginina y citrulina no

presentaron diferencias estadísticamente significativas, probablemente

debido a la cantidad de sujetos analizados. Desafortunadamente el

número de individuos en el estudio (10 sujetos controles y 6 pacientes

con DTA) fue bajo, por lo que se recomienda aumentar el número de

individuos para fortalecer el análisis estadístico.



                                                                                      Conclusiones

C O N C L U S I O N E S

Se encontraron diferencias significativas (p0.05) en los niveles de 

histidina y el índice GABA/glutamato en pacientes con DTA, comparados 

con sujetos controles, al analizar las concentraciones de aminoácidos en 

plasma sanguíneo por HPLC. La falta de significancia (p0.05) en los 

niveles de glutamato, GABA, aspartato, citrulina y arginina puede 

explicarse por el reducido número de muestras analizadas, por lo que se 

intentará continuar el estudio para obtener resultados más 

concluyentes.

La optimización de la metodología del programa de inyección, 

gradiente y fase móvil permitió la detección y cuantificación de 18 

aminoácidos plasmáticos, entre ellos GABA. No fue posible, con el 

método utilizado en este trabajo, separar los aminoácidos alanina y 

taurina por lo que se propone realizar nuevas modificaciones al método 

de referencia o incluso cambiar de técnica a intercambio iónico ya que 

también en esta última se ha reportado la determinación de 

aminoácidos en fluidos biológicos.
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A P É N D I C E

Apéndice 1. Método de referencia para la determinación de 

aminoácidos.
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Apéndice 2. Ejemplo de cálculo de las disoluciones de la curva de 

calibración.

Para asparagina:

Masa pesada = 0.0133 g

L
mol

00987.0
100%
98%

x
L

mol
0.0101

L0.01
mol
g

132.12

g0.0133
VMM

m
M 
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mol1
mmol10

x
L

mol
0.00987
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µM197
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197

mmol1
µmol10

x
L

mmol
0.197

µL00010
µL200

x
L

mmol
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3



µM120
µL900
µL600

xµM179
µL880
µL800

xµM197 

Apéndice 3. Parámetros cromatográficos: Resolución.10,11

Para definir numéricamente el grado o capacidad de separación 

existente entre dos analitos se emplea la resolución. Se calcula de la 

siguiente manera:

hBhAprB WW
Z18.1

W
Z

soluciónRe



Donde:

Z = Diferencia de los tiempos de retención de los picos

WBpr = Promedio de la anchura del pico en la base

WhA = Anchura del pico del analito A a la mitad de la altura

WhB = Anchura del pico del analito B a la mitad de la altura

En la siguiente figura se observa dos compuestos (A y B) separados 

por una resolución de 1.5.

µM0.000912...
µL1000
µL500

xµM59.8
µL1000
µL500

xµM120 
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