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La Naturaleza no esta en ninglin sitio mas dispuesta a revelar sus misteriosos secretos, que
en aquellos casos en los cuales nos muestra las huellas de su obra fuera de los caminos
habituales, y no hay mejor manera de avanzar hacia una practica mas adecuada de la
medicina, que abriendo nuestras mentes al descubrimiento de las leyes de la Naturaleza
mediante la investigacion cuidadosa de los casos de enfermedades en sus formas mas raras.
Porque lo que se ha visto en casi todas las cosas, es que lo que contienen de 0til y aplicable
apenas se percibe, a menos que estemos faltos de ellas o que se distorsionen en alguna
forma.

WILLIAM HARVEY (1657)
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RESUMEN

El perfil de aminoacidos libres en fluidos biologicos es de gran importancia para el
diagnostico y seguimiento de patologias tales como los errores innatos del metabolismo, los
cuales son mas frecuentes en poblaciones pequefias altamente endogamicas, donde no se
cuenta con las facilidades para realizar este tipo de anilisis, y donde la obtencion y
transporte de muestras bioldgicas presenta graves problemas. Debido a lo anterior, el
paciente se ve obligado a realizar viajes constantes a los centros de estudio con el

consecuente gasto de tiempo y dinero.

Las muestras de sangre total colectadas en papel filtro son mucho mds faciles de colectar,
manejar y transportar que las muestras de plasma o suero; ademds del hecho relevante de

que los amino acidos en sangre seca en papel filtro muestran una alta estabilidad.

Con el objetivo de contar con una metodologia adecuada para la elucion de amino acidos
libres presentes en muestras de sangre colectada en papel filtro, para su posterior
cuantificacion, se realiz0 una serie de extracciones experimentando con diferentes

disolventes y tiempos de extraccion en baiio de ultrasonido.

El disolvente con el cual se obtuvieron los resultados més satisfactorios para la mayoria de

los amino acidos fue el metanol, con un tiempo de extraccidon de 30 minutos.

El posterior andlisis y cuantificacion de los amino dcidos extraidos se realizo por
cromatografia liquida de alta resolucion, en fase inversa, columna C18, empleando OPA

como reactivo derivatizante (precolumna) y deteccion por fluorescencia.

El analisis para todo el proceso de extraccion y cuantificacion muestra resultados
satisfactorios en cuanto a linealidad y reproducibilidad para la mayoria de los aminoacidos

estudiados.



INTRODUCCION.

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

fisiologicas y patologicas.

Los Errores Innatos del Metabolismo (EIM) o enfermedades metabolicas hereditarias son
enfermedades monogénicas secundarias a un defecto en una proteina que causa un
bloqueo en alguna via metabolica, con repercusion clinica en el organismo. Los sintomat
clinicos pueden ser explicados bien por la acumulacion de sustrato, por deficiencia de
producto, o por alteraciones en la concentracion de metabolitos de vias colaterales a la del
bloqueo. Se han identificado muchos errores geunéticos que afectan los niveles de
aminodcidos en el organismo. En la mayoria de estos errores metabolicos se presentan

sintomas clinicos en el periodo neonatal, manifestandose en grados variables desde leve
hasta letal.

Hasta ahora no existe terapia definitiva para estas enfermedades. El tratamiento para el
manejo de estos pacientes, es esencialmente el control dietético (restriccion de sustrato,
suplemento de metabolitos deficientes, megadosis de coenzima), que debe cubrir los
requerimientos de todos los nutrientes, para Jograr un desarrollo adecuado y evitar el
catabolismo de compuestos que puedan precipitar nuevamente la sintomatologia. Los
requerimientos de aminoacidos cambian progresivamente durante el desarrollo, por lo
tanto e} manejo Optimo requiere una reiterada valoracion nutricional (adecuacion de la
dieta, vigilancia de crecimiento tanto en peso como en talla, determinacion de las
concentraciones de aminoacidos)
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En México los errores innatos del metabolismo muestran su mayor incidencia (85% de los
pacientes con aminoacidopatias registrados en el Instituto Nacional de Pediatria) en
estados del interior del pais, donde no existen centros que puedan realizar el diagndstico
de la enfermedad y el seguimiento al paciente, dicho diagndstico y seguimiento se realiza
en la Unidad de Genética de la Nutricion del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM con sede en el Instituto Nacional de Pediatria, centro de referencia de EIM en
Meéxico, por lo tanto los pacientes tienen que realizar viajes a este centro para su

seguimiento con el consecuente gasto de tiempo y dinero.

El diagnostico se realiza a través del analisis de aminodcidos en muestras de plasma o
suero obtenidas del paciente en e} hospital. Para su seguimiento no siempre es necesaria la
presencia del paciente y la vigilancia podria realizarse analizando e} perfil de aminodcidos
en muestras de su plasma, ya que el transporte de la muestra requiere condiciones
especiales para evitar su deterioro y en virtud de que las muestras de sangre total
colectadas en papel filtro son mas faciles de manejar y transportar y en las cuales se ha
demostrado la estabilidad de los aminoicidos libres se decididé  desarrollar una
metodologia de extraccion confiable y eficiente que permita eluir los aminoécidos a partir

de sangre total colectada en papel filtro, para su anlisis posterior por cromatografia.

OBIJETIVO

Implementar un método de extraccion de los aminoacidos de sangre total colectada en

papel filtro para su pésterior cuantificacion.



GENERALIDADES
ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO3-8

Los errores congénitos del metabolismo se definen como alteraciones bioquimicas de
origen genético debidas a errores innatos de la estructura y/o funcion de las moléculas
proteicas. Son trastornos heredados en forma autosomica recesiva en su mayoria. Sir
Archibald Garrod fue el primero en establecer el concepto de enfermedades metabdlicas
congénitas (1902), para describir sus estudios sobre alcaptonuria, albinismo, cistinuria y

pentosuria.

Aunque el término " errores congénitos del metabolismo " fue utilizado por Garrod mucho
antes de que se supiera que los genes estan formados por una secuencia lineal de
nucledtidos, los cuales dirigen la sintesis de un polipéptido especifico, en la actualidad
parece logico describir los errores congénitos del metabolismo partiendo de los conceptos

actuales sobre la interaccion gen-proteina,

No fue hasta 1952 que se tuvo la primera demostracién de un defecto en una enzima
especifica en un error innato, cuando Gerty Cori demostrd que la enfermedad de Von

Gierke es debida a una deficiencia en la actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa,

Los sintomas clinicos pueden ser explicados por el bloqueo total o parcial en una via
metabdlica, causado por la ausencia o disminucion de la actividad enzimatica, teniendo
consecuencias variables que son principalmente de dos tipos:

1.-Acumulacion de substratos anteriores al bloqueo,

sLa acumulacion de dichos productos puede ser por si misma dafiina.

sApertura de vias alternas, con acumulacién de metabolitos toxicos.

2.-Deficiencia de producta.

*Que puede ser sustrato de reacciones subsecuentes.

oEl control de la via por el niecanismo de retroalimentacion puede ser danado.



ERRORES INNATOS EN EL METABOLISMO DE AMINOACIDOS

Los errores innatos relacionados con la bioquimica de los aminodcidos son muchos en
niimero y muy variados en sus fundamentos bioquimicos, en sus manifestaciones, en la
severidad de sus cuadros y en sus tratamientos. Por esta razon, solo se describirdn algunos

de estos de manera muy breve,
AMINOACIDOS AROMATICOS

La degradacion de la fenilalanina y la tirosina en el hombre ocurre en una serie de pasos

cada uno de los cuales es catalizado por un sistema enzimatico.(Figura 1).

La fenilalanina (Fen) es un aminoacido esencial, es decir, que su aporte exdgeno es
indispensable. Normalmente, Ia Fen de Ia dieta que no es utilizada, se degrada por la via
metabolica de Ja tirosina (Tir). La ausencia o deficiencia de la enzima fenilalanina
hidroxilasa (FH) (A) o de su cofactor, la tetrahidrobiopterina, causa acumulacion de Fen
en los fluidos corporales. Existen diversas formas clinicas y bioquimicas de
hiperfenilalaninemia: fenilcetonuria (FCU) clasica, FCU secundaria a deficiencia del
cofactor, hiperfenilalaninemia persistente e hiperfenilalaninemia transitoria. Todos se

heredan en forma autosdmica recesiva,

La FCU clasica esta causada por [a completa o casi completa deficiencia de la enzima FH.
Esta deficiencia causa una acumulacion anormal de Fen en sangre, orina, liquido
cefalorraquideo (LCR) y en el resto de los tejidos. El exceso de Fen se transamina a acido
fenilpinivico o se descarboxila hacia feniletilamina. Estos y sus metabolitos subsecuentes
causan dafio cerebral. Los pacientes afectados son asintomaticos al nacimiento, iniciandose
el retraso mental gradualmente. El primer sintoma suele ser los vomitos incoercibles. Los
pacientes no tratados presentan movimientos incordinados, crisis convulsivas de dificil
control y movimientos ritmicos de las extremidades a lo {argo de su desarrollo. Ademas, es

frecuente encontrar dientes espaciados y retraso en el crecimiento, los pacientes suelen



tener el cabello mas claro que el resto de sus hermanos no afectados, pero no todos los

nifios con FCU son rubios y de piel clara.

La Tir se obtiene de las proteinas de la dieta, ademas de ser sintetizada endégenamente a
partir de la Fen. En el organismo, la Tir es utilizada para la sintesis de proteinas , asi
también , como precursor de dopamina, norepinefrina, epinefrina, melanina y tiroxina. En
individuos normales, el exceso de Tir se metaboliza hacia biéxido de carbono y agua. Los
errores innatos relacionados con este aminoacido pueden incidir sobre cualquiera de las
vias metabolicas en que participa, lo que produce una gran variedad de manifestaciones
clinicas.

La tirosinosis es producida por la ausencia de la enzima p-hidroxifenil pirivico oxidasa
(B). Esta patologia consiste en una alteracion en el metabolismo de la Tir que causa
enfermedad hepatica severa en la infancia. Se hereda en forma autosomica recesiva.
Existen dos formas de presentacion clinica de la enfermedad: la temprana y la tardia,
siendo mas dramatica Ia de inicio temprano, Los pacientes desarrollan hepatomegalia.,.

ictericia, coagulopatias y otros signos de hepatopatia severa.

Un defecto mas de esta via, es el conocido como alcaptonuria, ocasionado por la ausencia
de la enzima homogentisico oxidasa (C), la cual degrada el 4dcido homogentisico, un
intermediario en el metabolismo de la Tir. Esta deficiencia da como resultado una
acumulacion de acido homogentisico en los tejidos, el cual e¢s oxidado hacia acido
benzoquinonacetico (ABQA). Los pacientes afectados, excretan grandes cantidades de
icido homogentisico por la orina, lo que la hace de color oscuro. Esta enfermedad se

caracteriza por producir osteoartritis y pigmentacion del tejido conectivo.

La tirosina es convertida en DOPA Quinona (intermediario en la produccion de melanina)
por la accion de la enzima tirosinasa (D), la falta de ésta es responsable del albinismo que

es uno de los errores innatos mas antiguamente reconocidos.
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Figura 1 Blogueos en el metabolismo de los aminoécidos fendlicos
AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA

Enfermedad de Jarabe de Maple. La valina, leucina e isoleucina, son primero convertidos
en su cetoacido correspondiente por transaminacion. Sobre dichos cetoacidos actua la
descarboxilasa oxidativa, cuya deficiencia genética, tiene como consecuencia la
acumulacion de los aminoacidos de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina, de sus
cetodcidos respectivos, y sus hidroxiacidos correspondientes en la sangre eliminindose

gran cantidad por orina y dandole a esta un olor muy particular 2 jarabe de maple (figura
2).

La severidad de la enfermedad depende de la capacidad residual de la enzima. Los

pacientes en la forma clasica desarrollan rechazo al alimento, vomitos y letargo hacia la
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Figura 2 Esquema parcial de la degradacion de los aminoacidos de cadena ramificada.
Transaminacion a cetoacido (1), seguida de descarboxilacion oxidativa (2), sitio de

bloqueo de la enfermedad de jarabe de maple.



FUNDAMENTOS CROMATOGRAFICOS*™

La cromatografia es una técnica que abarca un grupo variado e importante de métodos
que permiten separar, aislar, identificar y cuantificar componentes presentes en mezclas

provenientes de diferentes matrices.

Todos los sistemas cromatograficos constan de una fase movil que fluye a través de una
fase estacionaria. Los componentes de la muestra sufren un equilibrio de distribucion entre
dichas fases y este equilibrio determina la velocidad con la que los componentes migran a

través de el sistema,

La fase estacionaria puede ser un liquido inmovilizado en un soporte inerte o un sélido;
mientras que la fase movil puede ser un gas y por esto, esta técnica se denomina

cromatografia de gases, o un liquido y, de aqui, es llamada cromatografia de liquidos.

Las fuerzas fisicas y quimicas que actiian entre el soluto vy las dos fases son responsables
de la retencion de! soluto, la diferencia de magnitud de estas fuerzas determina la

resolucion y por lo tanto la separacion de cada soluto.

Las fuerzas que pueden actuar sobre las moléculas son las siguientes:

1.- Fuerzas de dispersion de London o fuerzas de Van der Waals que actiian entre
moléculas, causando momentineamente distorsion de su  configuracidn
clectrostatica.

2.- Interacciones dipolo-dipolo que surgen en moléculas temporalmente
distorsionadas y resultan en una atraccion electrostatica entre dichas moléculas.

3.- Puentes de hidrogeno

4.- Interacciones dieléctricas, como resultado de atraccion electrostatica entre las
moléculas de soluto y un disolvente de mayor constante dieléctrica.

5.~ Interacciones electrostaticas o fuerzas de Coulomb.
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Cualquier variable que afecte dichas fuerzas tiene influencia en el grado de separacion

obtenido.
CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS

El término cromatografia de liquidos se usa para referirse a aquéllos procesos en los que la

separacion tiene lugar dentro de una columna empacada, utilizando una fase mévil liquida

La cromatografia liquida fue utilizada durante muchos afios en su version clasica. Se
trabajaba con una columna de vidrio con didmetros entre 2 y 10 centimetros, empacadas
con materiales tales como silice, alimina, etc.; y cuyo tamafio de particulas eran de 200 p
aproximadamente, La muestra se introducia en la fase mévil o en un disolvente adecuado y
la elucion se realizaba pasando la fase movil a través de la columna por efecto de la
gravedad. Posteriormente, se colectaban las fracciones eluidas para su cuantificacion. En

la actualidad esta técnica se utiliza con fines semipreparativos.

La cromatografia de liquidos permite el analisis de compuestos liquidos y sélidos de muy
variada naturaleza: organicos ¢ inorganicos, ionicos o covalentes, no esta limitada por la
volatilidad de la muestra ni por su estabilidad térmica (como es el caso de la cromatografia
de gases) por lo que resulta idonea para la separacion de macromoléculas y especies de
interés biomédico, productos de naturaleza labil y una amplia variedad de otro compuestos
de alto peso molecular y/o menos estables entre los que se encuentran proteinas, 4cidos

nucleicos, aminoacidos, polisacaridos, algunos firmacos, vitaminas, etc.

La cromatografia de liquidos tiene otra ventaja comparada con la de gases, existe en ésta
una interaccion selectiva de las moléculas de la muestra con dos fases cromatogrificas,

mientras que en cromatografia de gases solo con la fase estacionaria,



La cromatografia de liquidos ha presentado un gran avance tecnologico en columnas,
detectores y sistema de bombeo e inyeccion dando lugar a fa llamada cromatografia liquida

de alta resolucion (HPLC siglas en inglés)
CLASIFICACION

Existen muchas formas para dividir 1a cromatografia de liquidos de alta resolucion. Si esta
clasificacion estd basada en la naturaleza de la fase estacionaria y en el proceso de

separacion, se tienen cuatro divisiones:

1.- CROMATOGRAFiA DE ADSORCION. (Cromatografia liquido-slido). La mas
antigua de las metodologias de la cromatografia de liquidos. La cromatografia en
capa fina (CPF) es la version de lecho abierto de esta técnica y dada su versatilidad,
es una de las versiones mas empleadas de esta cromatografia. Asimismo, es una
excelente alternativa para evaluar la mejor combinacion de fase movil y estacionaria
para una muestra dada. La fase estacionaria es un absorbente y la separacion esta

basada en pasos repetidos de adsorcion - desorcidn.

2.- CROMATOGRAFIA DE PARTICION. (Cromatografia liquido-liquido). En esta
metodologia fas moléculas de soluto se reparten entre dos liquidos inmiscibles de
acuerdo a sus solubilidades relativas. Un liquido es 1a fase movil y el otro es llamado
la fase estacionaria, la cual esta dispersa en un soporte inerte, finamente dividido
Esta fase es normalmente soportada mecanicamente por adsorcion. E] desarrollo
subsiguiente de esta téenica dio resolucion a una gran variedad de muestras
conteniendo especies hidrosolubles y/o solubles en aceites, asi como compuestos

idnicos o no idnicos.

3.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. Este método separa por
medio de empaques que poseen grupos funcionales capaces de tener carga en ciertas

condiciones. ElI mecanismo de retencion més comin es el intercambio simple de



jones X de la muestra e iones Y de la fase mévil, con los grupos cargados R de la
fase estacionaria segin los siguientes equilibrios:

X +R'Y oV +R X" (Intercambio Anionico)

X +RY" oV +R X (Intercambio Catidnico)

Los iones de la muestra que interactien débilmente con la fase estacionaria (en
presencia de iones de la fase movil) serdn débilmente retenidos en la columna y
eluiran rapidamente, mientras que aquellos iones que interactien fuertemente con el

intercambiador iénico, seran eluidos en un intervalo de tiempo muy grande.

4.- CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION. Separa moléculas de acuerdo a su
tamaflo efectivo en disolucion, utilizando empaques cuyo tamafio de poro estd
controlado. Si algunas de las moléculas son demasiado grandes para poder entrar en
dicho poro, son totalmente excluidas del empaque y aparecen primero en el
cromatograma. Las moléculas que son mas pequefias y pueden permear totalmente la
fase estacionaria son las mas retenidas en la columna, apareciendo al Gltimo en el
cromatograma. Solutos de tamafio intermedio, que pueden acercarse al centro del
poro, mas no penetrarlo completamente, pasan menos tiempo en la columna y
aparecen en la zona intermedia del cromatograma. Dado que las moléculas de
disolvente son en general muy pequefias, son eluidas al Gltimo en el tiempo to
Luego entonces, en este tipo de cromatografia, toda la muestra eluye en tiempos

menores a to (k'<0), y esta es la diferencia fundamental con las otras cromatografias.

5. CROMATOGRAFIA DE PARES DE IONES. Esta cromatografia surge
principalmente de las limitaciones de la cromatografia de intercambio ionico y de la
dificultad de tratar ciertas mwuestras por otras técnicas cromatograficas, como
compuestos que son muy polares, multi-ionizados y/o fuertemente basicos. Esta
técnica puede ser realizada en fase normal o inversa. Por mencionar un ejemplo, en
fase inversa con par de iones puede ser ya sea un empaque normalmente silanizado
como el utilizado en fases quimicamente unidas (C18 o C8), o fases organicas no

miscibles con agua como I-pentanol y que estin mecénicamente adheridas a un



soporte. La fase movil consiste de un amortiguador acuoso al cual se le ha afiadido
un codisolvente organico{metanol o acetonitrilo) y un contraion de carga opuesta a
1a de la muestra, De esta forma, el par iénico formado es soluble en la fase organica

y se puede realizar la separacion.

6- FASES QUIMICAMENTE UNIDAS. este tipo de cromatografia se desarrollé
originalmente para eliminar las desventajas de la cromatografia liquido-liquido, que
se basa en liquidos adheridos en forma mecanica, como fase estacionaria. Dado que
este tipo de fases son muy estables, esto es, la fase estacionaria no se puede extraer
del soporte facilmente, este tipo de cromatografia, al no requerir presaturacion con
la fase movil, es especialmente Gtil para muestras conteniendo una variedad de
compuestos con un gran intervalo de valores para K, los cuales requieren de

gradientes de elucidn,

Si es dependiendo de la polaridad relativa de las dos fases se definen dos divisiones:

Cromatografia de fase normal y Cromatografia de fase inversa.

En la cromatografia de fase normal, la fase estacionaria es mas polar que la fase movil,
puede estar formada por silica o por silica modificada a 1a cual se han enlazado cadenas de
hidrocarbonadas cortas que contienen grupos amino (-NH»), ciano (-CN) o tiol (-SH), y la

fase movil es no polar (como hexano).

En la cromatografia de fase inversa, la fase estacionaria es menos polar que la fase mavil,
se utilizan empaques de silica que han sido unidos quimicamente con grupos funcionales
como el grupo octilo, octadecilo, etc., mientras que la fase mévil es un liquido polar como

el agua.

Por ser la técnica empleada en el presente trabajo, los términos siguientes seran referidos a

ésta.



CONCEPTOS TEORICOS

CROMATOGRAMA

Es el patron de elucion de {os componentes de una mezcla, es una grafica de respuesta del

detector en funcion del tiempo. A cada componente eluido, le corresponde un pico.

Un pico cromatografico ideal es una curva cuya forma es gaussiana y por lo tanto puede
ser descrita por parametros derivados de la distribucion estadistica normal, tales como la
desviacion estandar o, que sobre una curva gausiana se define como la semianchura

tomada al 60.7% de {a altura total.

En la figura 3, se muestran los parametros de un pico cromatografico donde: Wi, es el
ancho del pico medido en los puntos de inflexion, que estan ubicados al 60.7% de la altur:
total del pico, el ancho en este punto corresponde a 2o. En ella se muestra como el ancho
de un pico en cualquier punto puede expresarse como un multiplo de la desviacion

estandar,

Si se trazan tangentes en los puntos de inflexién extendiéndolas hasta l1a linea base, el

ancho del pico (Wb), es la distancia que existe entre ellas y es igual a 4a.

El ancho de} pico medido al 50% de su altura es Wy 5 y corresponde a 2.354c.

El drea del pico desde el punto que Ia sefial registrada deja la linea base, hasta el punto en

donde vuelve a ella, es proporcional a la concentracion del soluto,



inyeccidn t

Figura 3 Valores relativosdecy h
PARAMETROS CROMATOGRAFICOS
COEFICIENTE DE DISTRIBUCION (K).

Define la distribucion de un compuesto dado entre dos fases.

Donde:
[Ale, es la concentracion de A en la fase estacionaria.
[A]m, es la concentracion de A en la fase movil,

VOLUMEN DE RETENCION (Vr).
Es el volumen del disolvente necesario para que el soluto salga de una columna
cromatografica en su concentracién méaxima, Depende de los volimenes relativos de las

dos fases y de los coeficientes de distribucion.

Ir =Vm +KVe 2
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Donde:

Vm es el volumen muerto.
Ve es el volumen de la fase estacionaria.

VOLUMEN MUERTO (Vm).

Representa el espacio intersticial entre las particulas del empaque de la columna y
cualquier poro del empaque mismo que puede ser ocupado por la fase mévil.

TIEMPO DE RETENCION (tr).

Se le denomina al tiempo en el cual eluye, es decir, sale de la columna fa concentracion
maxima una sustancia. Se mide desde el momento en que la muestra se introduce en el
sistema hasta que se obtiene el punto maximo de la sefial o pico. Es una funcion que
depende del largo de la columna, de la velocidad de la fase movil, de la afinidad del soluto
por las fases estacionaria y movil y de la temperatura,

E! volumen de retencion (Vr) y el tiempo de retencion (tr) pueden ser relacionados por la
siguiente ecuacion:

Vr=w*f 3
Donde 1 es el flujo de Ia fase movil y esta dado en mi/min.
TIEMPO MUERTO (to).

Es el tiempo necesario para que una molécula de un soluto sin afinidad por la fase
estacionaria, atraviese lo largo de la columna,

La altura se mide en el maximo del pico, por lo tanto, corresponde a la mayor
concentracion de la zona. En este punto de altura maximo se miden los tiempos y
volimenes de retencion.(fig. 4)
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Figura 4 Parametros cromatograficos.
EFICIENCIA. NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N).
La eficiencia de una columna cromatografica es determinada por el nimero de platos

tedricos bajo condiciones cromatograficas definidas. El nmero de platos tedricos (N) es
evaluado a partir de los datos de un pico cromatogrifico (fig. 1), de acuerdo con la

siguiente ecuacién.
Ir ., ro,
N =16(—)" =5.54 - 4
G = 554057

Donde:
Wb esel ancho en la base del pico,

W2 es el ancho del pico medido al 50% de su altura,

Puede aumentar el valor de N al incrementar la longitud de la columna, pero esto
ocasionaria un incremento en los tiempos de retencion, por lo tanto mayor tiempo de
analisis
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ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO (H)

Relaciona el nitimero de platos teoricos (N) con la longitud de la columna (L)
L

=— 5

La cantidad H mide la eficiencia de una columna dada (operada bajo un juego especifico
de condiciones) por unidad de longitud de columna. valores pequefios de H significan
columnas més eficientes y valores grandes de N. El objetivo de la cromatografia en general
es alcanzar valores pequeiios de H y grandes de N, con el fin de obtener la maxima
eficiencia. En general H es menor para:

« Empaques con tamafio de particula pequefio, y flujos bajos de fase movil,

« Fases moviles no viscosas y temperaturas de separacion mayores.

+ Moléculas pequefias.

De lo anterior, puede deducirse que una buena separacion se obtendrd con columnas
largas, empacadas con particulas de diametro pequefio, fases méviles no viscosas a flujos
bajos con temperaturas de andlisis altas. Adicionalmente, se sabe que la separacion de

compuestos con peso molecular mayor de 1000 es mucho méas complicada que con

moléculas ligeras.

Uno de los factores que mas afectan el valor de H para una columna dada es la velocidad
lineal v. El conocer como es esta relacion es de vital importancia para entender y controlar
una separacion una vez que se ha escogido el tipo de cromatografia y la naturaleza de las

fases a utilizar. Se puede describir la relacion entre estas dos variables por medio de la
siguiente ecuacion:

H=Av‘“’+£+Cv 6
y
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Las constantes A, B y C varian de columna a columna y dependen en cierto grado de la

muestra analizada y de la temperatura de separacion.
1.- EFECTO MULTICANALES. Término A,

Dado por los multiples caminos posibles que pueden recorrer las moléculas dej soluto,
causando ensanchamiento de las bandas o picos. Por lo que para lograr reducir este efecto

se utilizan particulas esféricas, de didmetro pequefio y homogéneo, con una alta densidad
de empacado.

2.- EFECTO DE DIFUSION LONGITUDINAL. Término -?

Donde B esta en funcion de el coeficiente de difusion y la viscosidad de la fase mavil,

v es la velocidad de la fase movil.
3.- RESISTENCIA A LA TRANSFERENCIA DE MASA. Término Cv.

Debido a la suma de la resistencia a la transferencia de masa en las fases estacionaria y

movil. Dada por la viscosidad, didmetro de las particulas del empaque y los coeficientes de
difusion de los solutos en ambas fases.

FACTOR DE CAPACIDAD (k).

Es la medida del grado de retencion. Tedricamente puede ser definido como la relacion de
la masa del soluto en la fase estacionaria entre la masa del soluto en la fase movil y se
calcula mediante la siguiente ecuacion:

,_(Vr -Vo)
kr=l 2200
Vo



Si se expresa en funcion del tiempo utilizando (3), se tiene:

= Ur=f0) 8
10

Para lograr una adecuada resolucién en un corto tiempo de analisis, los valores optimos de
k’ deberan estar en un intervalo de 2 £k’< 5,

Adecuando la fuerza de la fase movil ajustamos la retencion, con excepcion de la
cromatografia de exclusion, Una fase movil fuerte disminuye los valores de k', en tanto

que una fase movil débil los aumenta.

Al utilizar mezclas de disolventes como fase movil 1a fuerza se incrementa al aumentar Ia
proporcion del o los disolventes mas fuertes. El término de fuerza de la fase mdvil es un
concepto relativo, ya que depende de la téenica a la que se refiera. En fase normal la
fuerza del disolvente se incrementa con la polaridad de! disolvente. En fase inversa

mientras mas baja es la polaridad del disolvente, mayor es la fuerza de elucion.

FACTOR DE SELECTIVIDAD ().

Es una medida de la interaccion selectiva de dos compuestos con la fase estacionaria.

Describe la posicion relativa de dos picos adyacentes y se define como el cociente de sus

respectivos valores de k',

a= 9

>¢'l_§v

2
Puede ser mejorado por el cambio de fase movil, el cambio de fase estacionaria y control

de la temperatura, un valor elevado significa una mayar separacin.
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RESOLUCION (Rs).

Es una medida cuantitativa del grado de separacion entre dos compuestos, se expresa
como:

21, - 1)
{ = o 10
B= T,

Donde:
W1y W son los anchos de la base de cada pico (en unidades de tiempo)

Ir] y trg son los tiempos de retencién de los compuestos 1y 2.

La Ecuacion General de 1a Resolucion muestra los tres factores responsables de la

separacion: 1a eficiencia (termino a), la selectividad (termino b) y la retencion (termino c).

Rs =(—‘/4—ﬁ-)(—‘%‘-)(-]f—'k,) 1
a b c

Donde:
a. es el factor de selectividad.
N es el nimero de platos tedricos.

k" es el factor de capacidad.

Para obtener una adecuada separacion es necesario que Rs > 1, y esto se logra ajustando

los términos arriba mencionados a valores adecuados.

Para mayor inforinacion sobre la deduccion de las formulas mencionadas ver las

referencias 9y 10,



EQUIPO

Se cuenta actualmente con una amplia gama de equipo en cuanto a costo, complejidad y
tipo de instrumental. En general un sistema cromatografico de liquidos de alta resolucion

consta de los siguientes componentes:

1.-Recipiente de almacenamiento para la fase movil.

2.-Bomba (s), que serviran para impulsar la fase mévil.

3.-Controlador de gradiente.

4.-Inyector, que es el mecanismo para introducir la muestra.

5.-Columna, la cual contienc la fase estacionaria.

6.-Detector, obtiene datos que permiten la evaluacion cualitativa y cuantitativa de los
resultados

7.-Registrador: Al emerger un compuesto ya separado en la columna y pasar por el

detector, la sefial que provoca en éste debe ser registrada por un graficador o un

integrador.
FUENTE
DE FASE — BOMBA — INYECTOR -~ COLUMNA — DETECTOR — REGISTRADOR
MOVIL

Figura 5 Esquema del equipo empleado en cromatografia de liquidos
RECIPIENTE DE ALMACENAMIENTO DE LA FASE MOVIL

Son recipientes de material inerte, vidrio o plastico que contienen la fase mévil. Existe una
tendencia del oxigeno y otros gases a disolverse en las fases méviles, principalmente en las
polares, por lo que es necesario desgasificarla antes de su uso. Esto se logra purgandola

con un gas inerte 0 por medio de un bafio de ultrasonido ya que si no se elimina el aire,
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dentro del instrumento se forman burbujas que afectan el funcionamiento del sistema de

bombeo y con ello la eficiencia de la columna.
SISTEMA DE BOMBEO

Su funcion es proporcionar la fase movil de manera constante y reproducible durante todo
el tiempo del anlisis. Puesto que la resistencia al flujo en las columnas utilizadas es muy
alta, es necesario que el sistema de bombeo haga fluir Ia fase movil a un flujo razonable, ya
que de otro modo el anélisis seria extremadamente lento.
Las caracteristicas que debe presentar todo sistema de bombeo son:

-Proporcionar flujo continuo, reproducible y libre de pulsaciones

-Contar con sistema de seguridad para proteccion del equipo.

-Facilidad de limpieza del sistema.

-Presion maxima de operacion.

-Intervalo de flujo obtenido

-Facilidad para cambio de fases moviles.

-Componentes resistentes a disolventes.

INYECTOR

Un factor muy importante para obtener una buena resolucion es la adecuada introduccion
de la muestra en el sistema. La manera ideal de introducir o inyectar una muestra, es en

forma de “"paquete” pequefio ya que esto ayuda en la obtencién de picos simétricos y
angostos.

El método mds comin para introducir la muestra es por medio de valvulas inyectoras de

seis pasos cuyo funcionamiento se muestra en la figura 6.

Los inyectores automaticos constan de una valvula de inyeccion automatica, un sistema de

llenado de valvula y un control electronico que sirve para controlar funciones tales como
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tiempo de inyeccion, volumen de inyeccion, lavado de valvula y jeringa. Los sistemas de
inyeccién automaticos eliminan algunos errores que se presentan 2n el analisis cuantitativo,
ocasionados con las técnicas de inyeccion manuales ademéas permiten una operacion sin

atencion.

Fase Mdvil

Columna
——

Figura 6 Inyeccion utilizando una véalvula inyectora. a) Tomando la muestra; b)
inyectando.

En la posicidn de carga el flujo de la fase movil pasa a través de la valvula directamente a
la columna, es en este momento cuando se introduce la muestra al "loop” de la valvula,
usando una jeringa. Cuando se cambia la valvula con la muestra a la posicion de inyectar,

la fase movil ahora viaja por el "loop” y lleva la muestra hacia la entrada de la columna.
DETECTORES

La funcion del detector es monitorear durante todo el tiempo del analisis la composicion
de la fase movil al salir de la columna.
Los detectores se han clasificado dentro de dos grandes grupos:

1.-Detectores de tipo universal, que miden el cambio que sufre la fase movil y la

muestra en alguna propiedad fisica



2.-Detectores de tipo selectivo, sensibles unicamente a una propiedad especifica del

soluto.

El tipo de detector que se utilice para resolver un determinado problema depende de las
propiedades del soluto, la sensibilidad y selectividad requeridas, ademas de la conveniencia

y practica de uso.

Las caracteristicas que debe presentar el detector ideal son:
-Alta sensibilidad
-Respuesta a todos los componentes de la mezcla,
-Respuesta ripida.
-Amplio intervalo de linealidad.
-Estabilidad, respuesta no alterada por cambios en la velocidad de flujo o de
temperatura.
-Bajo nivel de ruido.

-De ficil operacion.

Los detectores mas frecuentemente usados en cromatografia de liquidos de alta resolucion
son los detectores Opticos. Las variaciones en la intensidad de la luz causadas por la
absorcion UV- visible, fluorescencia o indice de refraccién resultantes de la interferencia
encontrada al pasar los componentes de la muestra a través de la celda, son monitoreados

como cambios de voltaje los cuales son registrados en un integrador.
PROPIEDADES GENERALES DE UN DETECTOR

Sensibilidad: Se refiere a la relacion entre la sefial generada y la cantidad de muestra que
produce dicha sefial.
Ruido: Es la variacion en la sefal del instrumento que no es atribuida a la muestra, se

refiere a la inestabilidad de la linea basal y puede ser debida a causas como ruido por

conexiones electronicas.
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Linealidad: El intervalo lineal de un detector se puede definir como la relacién entre las
concentraciones maximas y minimas respecto a las cuales Ja respuesta es lineal, es decir si
la respuesta eléctrica producida por el detector es directamente proporcional a la masa o

concentracion de los componentes que pasan por el detector.
COLUMNA

Es aqui donde se efectita la separacién de los componentes de la mezcla. Basicamente es
un segmento de tubo de material inerte (acero inoxidable), de diametro uniforme y capaz
de resistir altas presiones, su longitud varia entre 5 y 30cm., con un didmetro interno de 2

a Smm, empacado con particulas de tamaiio entre 3 y 10 como fase estacionaria.
FASE ESTACIONARIA

Los empagques para las columnas en cromatografia de liquidos de alta resolucion pueden
ser un material sdlido poroso, con algunas diferencias en composicion, estructura y
tamafio de particula en funcion del tipo de cromatografia. Los materiales usados son
generalmente silice y alimina; Pueden ser de forma esférica o irregular, pueden utilizarse
como fase estacionaria por si mismos o bien pueden ser soporte de una fase estacionaria

quimicamente unida.

Las fases quimicamente unidas se desarrollaron en ja década de Jos 70°s. La estabilidad de
éstas es muy buena se utilizan empaques con grupos polares en cromatografia en fase

normal y emipaques no polares, en la denoininada cromatografia en fase inversa.

Las fases estacionarias se ligan quimicamente al soporte mediante una reaccion de
silanizacion, en donde los grupos OH de la silica reaccionan con un cloroalquil-silano para
dar una ligadura Si-O-Si-R, estable térmicamente y no hidrolizable (figura 7). También
existen fases enlazadas con otros grupos polares, tales como el ciano o amino al final de la

cadena de hidrocarburos.
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Tamafio y forma de particula. Para fines analiticos se pueden encontrar materiales de
empaque con tamaiios de van de 3 a 10y; el valor es nominal pues en realidad se presenta
una distribucién de tamafios de particula. Esta distribucién tiene un papel importante en
parametros como la presidn y la eficiencia, en forma tedrica, mientras menor sea el tamaiio
de particula y mas homogénea sea su distribucion, mayor serd la eficiencia y la presion del

sistema .
| | 11
-LIS'iOH + CL]S'i -R- S]i().lS‘i - R+ HCI
figura 7
FASE MOVIL

La fase movil desempefia un papel critico en cromatografia de liquidos por lo que su
adecuada seleccion es uno de los factores mas importantes al establecer los parametros de

una separacion,

Las caracteristicas necesarias en una fase movil para cromatografia de liquidos son :
-No precipitar la muestra
-Que no afecte la integridad quimica de la fase estacionaria.
-Tener baja viscosidad tal que permita un bombeo a presién que no sea perjudicial al
sistema.

-Ser compatible con el detector utilizado.

La seleccion de los disolventes a emplear como fase movil depende de varios factores y
propiedades del disolvente que deben considerarse incluyendo la fuerza y la selectividad,
asi como también algunas otras caracteristicas fisicas como punto de ebullicién, viscosidad
y otras que pueden influir en la funcion del detector, la absorcion que presenten, el indice

de refraccion, etc.
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Ademas se deben considerar las reacciones intermoleculares que pueden ocurrir entre las
moléculas del soluto y las moléculas de la fase movil (dispersion, dipolo, puentes de
hidrageno, interacciones dieléctrica). La suma de estas interacciones es referida como la

polaridad. La fuerza de un disolvente es directamente relacionada con su polaridad.

Existen aditivos y modificadores orgdnicos que nos permiten actuar sobre dichas
interacciones. Las disoluciones amortiguadoras son los aditivos mas frecuentemente

utilizados. Actian controlando la fuerza idnica y el pH del sistema.

Anadir sales reduce la repulsion electrostatica entre las moléculas del soluto, y al mismo
tiempo aumenta la tension superficial de las disoluciones acuosas de manera lineal, asi el
log de k de un soluto neutro aumenta linealmente con la concentracion salina debido al
aumento en la tension superficial. Con los solutos ionizados, el log de k primero disminuye
con la concentracion salina debido a una baja en el término de interacciones electrostaticas

y después se incrementa debido al aumento en [a tension superficial.

El pH es un factor importante para establecer el equilibrio de ionizacion de los compuestos

idnicos. La forma ionizada es menos retenida en fase reversa que la forma neutra.

La fase movil puede mantenerse constante en cuanto a su composicion durante todo el
proceso de separacion denomindndose a este proceso isocratico. Elucion en gradiente se
lleva a cabo cuando se modifica la composicion de la fase mévil durante el analisis, esto se
realiza si en una muestra multicomponente los solutes tienen valores de k' muy diferentes
en un sistema cromatografico dado. En este caso se observa que los valores de k’ de las
primeras bandas son demasiado pequefios, teniéndose una resolucion muy pobre, mientras
que los valores de k’ de las ltimas bandas son muy grandes, lo que da lugar a picos muy

anchos y bajos.

E!l gradiente de elucion se realiza con la mezcla de dos (o mas) disolventes: un disolvente

inicial débil A y un disolvente fuerte B, la concentracion de B en la fase movil se va
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incrementando a lo largo de la separacion, de manera tal que los valores de k' de los

componentes durante la separacion, caen en un rango dptimo 1<k’<5.

ANALISIS DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION, %

El analisis de aminoacidos ha asumido un papel central en muchos campos de la
investigacion cientifica durante las pasadas tres décadas y virtualmente todas las técnicas
cromatograficas han sido empleadas para este proposito. Debido a que existe un gran
nimero de posibles aplicaciones del analisis de aminoacidos, es claro que no todas las
técnicas cromatograficas disponibles se pueden ajustar a todas las demandas. Cualquier
técnica que pueda elegirse, exhibe particulares ventajas y desventajas.

El interés en la determinacion de aminodcidos libres en fluidos biologicos es tan viejo
como el conocimiento de los mismos aminoacidos, la necesidad de la separacion de
aminoacidos lleva a Martin y Synge en 1941 ha redescubrir la cromatografia liquida en
columna; el método fue pronto mejorado con la introduccién de la cromatografia en papel
por Consden et al. en 1944, En los 50's los colectores automaticos fueron introducidos en
la cromatografia liquida en columna, haciendo mas facil 1a separacion de los compuestos.

Este periodo culmina con la introduccidn del primer analizador de aminoacidos totalmente
automadtico por Spakman et al. Beckman Instruments introduce el primer analizador de
aminodcidos comercial en 1959. La cromatografia en capa fina y la cromatografia de
intercambio idnico dominaron el area de anilisis de aminoacidos en los 60's y 70's, La
introduccion y el desarrollo de la cromatografia en fase reversa y la formacion de
derivados en linca genera la posibilidad de ampliar el intervalo de aplicaciones

La habilidad de la cromatografia liquida de alta resolucion de separar rapidamente mezclas
de matrices complejas, ofrece una tecnologia que puede adaptarse al analisis de
aminoacidos. Los fluidos biologicos tales como la orina y la sangre contienen una variedad
de aminoacidos, una vez resuelto, el perfil de aminoacidos provee informacién clinica del
estado metabdlico del individuo. Errores innatos del metabolismo de aminoacidos, han
sido diagnosticados mediante la obtencion de estos perfiles. La relacion entre la dieta, I
enfermedad y la condicion metabalica es explorada a nivel de aminoécidos.
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La cromatografia es lo suficientemente flexible si el interés es enfocado a un grupo selecto
de aminoacidos.

El desarrollo de la cromatografia liquida de alta resolucion ha continuado fuertemente
desde la aparicion del primer analizador de aminoacidos durante la pasada década, ademas
en este periodo se han introducido comercialmente fases estacionarias para cromatografia
tanto para fase reversa como para intercambio iénico,

Existen ciertas caracteristicas que son comunes a todas las técnicas cromatograficas, sin
embargo el sistema cromatografico puede ser elegido para resolver los aminoacidos de
interés en una muestra dada.

El sistema de deteccion también ofrece numerosas alternativas, deteccion directa por
indice de refraccion o por absorcion ultravioleta, pero por lo general carecen de
especificidad y sensibilidad adecuadas, por lo que es necesario hacer reaccionar el grupo
amino, comin en todos los aminoacidos, con un agente derivatizante para dar un producto
que pueda ser detectado con gran especificidad y alta sensibilidad. La estructura quimica
del producto de derivatizacion determinara el sistema de deteccion. Puede ser empleado
un esquema de formacion de derivados fuera de linea, en el cual los aminoacidos libres son
separados por cromatografia de intercambio idnico, al salir los componentes de Ja columna
son mezclados con el reactivo para formar los derivados, entonces, los productos de
reaccion son detectados. Los métodos de cromatografia planar son baratos y ofrecen la
posibilidad de manejar un nimero muy grande de muestras. Otra estrategia es utilizar un
esquema de formacion de derivados en linea. Los aminoacidos son tratados con el reactivo
para formar los derivados antes de realizar la separacion cromatografica. La mezcla de
derivados de aminodcidos es entonces separada con inmediata deteccion.

ANALISIS POR INTERCAMBIO IONICO.

La metodologia de separacion de aminodcidos por medio de una resina sintética de
intercambio ionico fue descrita primero por Stanford Moore and William Stein. La
separacion se realizaba en una resina de poliestireno sulfonatada usando un gradiente de
elucion discontinuo. Los compuestos al eluir eran mezclados con ninhidrina y pasados a
través de un tubo de teflon calentado a 95°C. La absorbancia de la solucion se
monitoreaba a 570 y 440nm. Una separacion podia durar 4 dias.
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El rapido crecimiento en la aplicacion de HPLC tiene como resultado el desarrollo de fases
estacionarias con particulas de didmetro menores de 10um. Resinas sintéticas que son
copolimeros de estireno y divenilbenceno, la propiedad de intercambiador cationico esta
dada a la resina por un proceso de sulfonacion.

Una alternativa al gradiente de elucion escalonado para el analisis de aminoécidos es el
gradiente continuo el cual ofrece las siguientes ventajas:

o Excelente resolucion con el uso de un sistema simple de dos disolventes

« Eliminacion de picos causados por el uso de gradiente escalonado

Los limites de sensitividad de! analisis de aminoacidos por intercambio ionico con reaccion
de formacion de derivados fuera de linea estan generalmente gobernados por la
disponibilidad de disolventes de alta pureza.

La mayoria de los analizadores de aminoécidos comercialmente disponibles emplean una
resina intercambiadora de iones para la separacion de aminodcidos usando ninhidrina como
reactivo para la deteccion, OPA (o-falaldehido) y fluram también son utilizados. Este tipo
de instrumentos es preferido para el analisis rutinario por razones de facilidad de manejo
de muestra y reproducibilidad.

ANALISIS EN FASE INVERSA

El incremento en la popularidad de la cromatografia en fase reversa ha generado que
muchos investigadores y laboratorios comerciales desarrollen separaciones que puedan ser
lievadas acabo usando un equipo convencional de HPLC.

La separacion es llevada a cabo en una fase estacionaria hidrofdbica usando un sistema de
elucion polar. Los compuestos ionizados tienen interacciones débiles con este tipo de fase
estacionaria. Los acidos y/o las bases pueden ser convertidos en formas mas hidrofdbicas
por la total supresion de la ionizacion,

Los aminoacidos son compuestos Zwitterionicos con un pka de la funcion del acido menor

de 5y un pka de la funcion del amino mayor de 8, por lo que no existe un pH en el cual
ambos grupos estén sin tonizar,
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Se han desarrollado varios procesos de deteccion para ser empleados en conjunto con
cromatografia en fase reversa.

La técnica mas empleada en el andlisis de aminodcidos por fase inversa es el empleo de la

formacion de derivados en linea. Un reactivo es unido covalemente al grupo carboxilo o a

el grupo amino para formar el derivado. Este proceso tiene las siguientes ventajas:

o La formacién del derivado elimina la caracteristica de Zwitterion del aminoédcido
dando una especie que actia mas fuertemente con la fase estacionaria.

s Variaciones en el reactivo para formar los derivados pueden ser usadas para
incrementar la selectividad o la detectabilidad.

Es importante considerar que un unico producto debe ser formado para cada aminodcido.
El reactivo méas ampliamente recomendado es el ortoftalaldehido (OPA) para la formacion
de derivados en linea en el andlisis de aminoacidos por fase inversa. El producto de
reaccion se forma rapidamente a temperatura ambiente, con todos los aminodcidos
presenta un solo producto. La reaccion que se lleva a cabo se muestra en la figura 8.

Cuando se utiliza deteccion por fluorescencia la técnica para el analisis de aminoécidos
usando formacion de derivados en linea puede ser el método mas cominmente empleado,
los limites de deteccion que pueden ser logrados sonde 300-400 finol.

El agente reductor es incorpoiado en el producto, por lo que la selectividad es
influenciada por el tiol seleccionado. En general; los derivados de mercaptoetanol son méas
polares y por lo tanto se retienen menos en una columna Cg que los derivados con
etanetiol

Los disolventes con pH neutro, conducen a ionizacion del grupo carboxilo de los
derivados de aminodcidos, por lo que el mecanismo de retencion en fase inversa es mixto
(ionic-sol vophobic).

La temperatura optima en la columna para la separacion de los OPA/aminoacidos esta en
el intervalo de 28 a 40 °C. En cuanto a la estabilidad, esta decae significativamente
después de los 15 minutos de su formacion si se utiliza mercaptoetanol. Con etanetiol los
derivados son estables por al menos unas pocas horas.

40



CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL.

La diferente selectividad de aminoacidos en fase normal comparada con la cromatografia
en fase reversa permite otras posibilidades para llevar a cabo la separacion. Tal es el caso
de moléculas muy poco solubles en agua, las cuales al ser muy hidrofilicas no son retenidas
en fases reversas como por ejemplo el método descrito por Schuster en 1980, en el que
pueden ser resueltos la hidroxilisinonorleucina y la dehidrolisinonorleucina, presentes en
hidrolizado de coldgena. La desventaja de este sistema es la relativa inestabilidad de la fase
amino, su deterioro por formacion de bases de Schiff con el grupo carbonilo del soluto.

0
il
/ -H H
i
_ + SH-R’ + N=CH=COOH
~ B
c-H HR
i
0
OPA TioL AMINOACIDO
S~R’
|
N-(IIH-COOH
R

1-ALQUILTIOL-2-ALQUILISOINDOL

FIGURA 8.

FORMACION DE 1-ALQUILTIOL-2-ALQUILISOINDOL POR REACCION DE OPA CON AMINAS PRIMARIAS,

4]



MATERIAL Y METODOS
INSTRUMENTACION
Cromatdgrafo de liquidos Waters. Constituido por un controlador automatico de
gradiente (modelo 680), dos bombas (madelo 510), inyector (modelo U6K), e integrador

(modelo 740).

La deteccion se realizé por medio de un detector de fluorescencia (modelo 420), longitud
de onda de excitacion 338 nm., longitud de onda de emision 425nm,

PROCEDIMIENTO
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Columna: C-18 Nova-pack (Millipore), de 15 cm x 3.9mm, tamafio de particula 4pm,
esférica.

Todas las corridas cromatogrificas se realizaron a temperatura ambiente.
Flujo de la fase mavil: 1.5 ml/min.

Gradiente lineal empleado:

tiempo disolventes

(min.) %A %B
0 83 17
35 45 55
50 16 84

DISOLVENTES

A; Amortiguador de fosfatos 0.02 M. pH = 7, filtrado a través de membrana de 0.45um
(Millipore)

B: 45% Amortiguador de fosfatos 0.02 M. pH = 7, 55% Acetonitrilo (Baxter), filtrado a
través de membrana de 0.22um. (Millipore).
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OPA-Etanetiol.

El reactivo derivatizante contiene: 20 mg de orto-ftaldehido (Sigma) y 10ul de
etanetiol (Fisher) en un ml de metanol (Baxter).

1. DERIVATIZACION Y ANALISIS CROMATOGRAFICO.

Una alicuota de 100p] de la disolucién final de cada muestra se derivatiz6 agregando 20 pl
de OPA-Etanetiol y 20ul de amortiguador de boratos pH = 9.0. Después de dos min. se
realizé el analisis de los aminodcidos derivados de OPA por HPLC, inyectando Spl bajo las
condiciones anteriormente sefialadas.

IL. CURVAS DE LOS ESTANDARES

Se realizaron tres curvas con los estandares:

+ Una en disolucion acuosa sin el procedimiento de extraccion (curvas de calibracién).

¢ Otra en disolucion acuosa impregnados en el papel filtro y realizando el procedimiento
de extraccion.

» Una mas en sangre total impregnada en papel filtro y llevando a cabo el procedimiento
de extraccion.

I11. PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Para 1a construccion de las curvas de calibracion en disolucion acuosa se prepararon varias
disoluciones de los siguientes aminoacidos: ASN, GL1, ARG, TAU, ORN, LIS, ALA,
ILE, TRE, GLN (Sigma), VAL, MET, LEU, TRP (Merck), SER, GLU (Calbiochem),
TIR (Fisher),entre 50 y 750uM, concentraciones entre las cuales se encuentran los valores
normales y patologicos reportados en la literatura. Como estandar interno se utilizé una
disolucion de fluorofenilalanina (Sigma), de concentracion 20uM (contenido en el extracto
final previo a la inyecci6n en ¢l sistema cromatografico, esto es en un mililitro de metanol).

Para la construccién de las curvas en sangre total se agregd a 1 ml de sangre total
dializada una alicuota de una disolucion acuosa de los estandares anteriormente
mencionados con objeto de obtener concentraciones en la sangre de 50 a 750uM,
similares a las anteriores. Se tomo en cuenta que las alicuotas fueran del menor volumen
posible para minimizar los efectos por dilucién,
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1V, EXTRACCION DE LOS ESTANDARES
1.- En disolucién acuosa.

Circulos de papel filtro (Specimen collection paper # 903) fueron impregnados con 20 pi
de las disoluciones de estandares en las concentraciones mencionadas, se dejaron secar a
temperatura ambiente y posteriormente se extrajeron con 1 mi de metanol en bafio de
ultrasonido por 10 min.

2.- En sangre total.,

La sangre total fue dializada por 48 hrs. contra un gradiente de NaCl 0.15M. El contenido
de aminoicidos se monitoreé por la técnica cromatografica descrita hasta asegurar la
limpieza de la sangre.

Una vez adicionados los estandares a la sangre dializada se impregnaron circulos de papel
filtro con 20ul de dicha sangre (correspondientes a un circulo de 1/4 de pulgada medida
estandar de los perforadores convencionales), se dejaron secar a temperatura ambiente
para su posterior extraccion.

Se estudiaron varios procedimientos de extraccion:

e Enunml de metanol (Baxter), por 10 min. en bafio de ultrasonido.

e Enun m! de metanol al 70% en agua, por 10 min. en bafio de ultrasonido.

¢ En 200 ul de metanol con &cido clorhidrico al 5%, por 10 min. en bafio de ultrasonido,
aforando con metano} a un mi,

¢ En 200! de solucion salina isotOnica, por 10 min, en bafo de ultrasonido,
posteriormente aforando a un mi con metanol.

¢ Enunm! de metanol por 20 min. en bafio de ultrasonido.

s Enun ml de metanol por 30 min. en bafio de ultrasonido. Para este inciso se realiz6 el
anilisis posterior: a)dentro de la primera semana una vez seca la sangre, b) tres
semanas despus.
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RESULTADOS

El analisis cromatografico de aminoacidos se realizd siguiendo la metodologia ya establecida
(25).

El cromatograma obtenido de una muestra de estandares se observa en la figura 9. La
identificacton de los aminoacidos es la siguiente:
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I. Curvas de calibracién de los estindares en disolucion acuosa sin el procedimiento de
extraccion.

Se construyeron las curvas de calibracion graficando las relaciones de areas (AA/St) vs las
relaciones de concentraciones (AA/St). Las curvas se muestran en la figura 10.

Se realizd con los resultados obtenidos el anélisis de regresion lineal, obteniéndose los datos
que se encuentran en la tabla 1

AMINOACIDO b m r n
GLU 0.019 0.783 0.998

ASN 0.054 0.730 0.990 10

SER 0.131 0.902 0.997 10

GLN -0.002 0.632 0.995 8

GLI+TRE 0.130 0.782 0.999 8

ARG 0.048 0.866 0.997 8

ALA 0.076 0.842 0.999 8

TIR 0.034 0.876 0.999 10

TAU 0.005 1.106 0.998 8

VAL 0.054 0.933 0.999 8

MET -0.014 1.078 0.996 10

ILE+LEU 0.111 0.899 0.998 9

TRP 0.053 1.008 0.999 9

FEN 0.059 0.877 0.999 10

ORN 0.048 0.246 0.994 8

LIS 0.044 0.670 0,993 8

TABLA I.

Datos de regresion lineal de las curvas de calibracion de los estandares en disolucion acuosa
sin el procedimiento de extraccion.

Con los resultados obtenidos para estas curvas, se obtienen para el resto de este trabajo, los
factores de respuesta para cada aminoacido.
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M. Curvas de extraccion de los estandares en disolucion acuosa impregnados en el

papel filtro,

Ya que la sangre seria colectada en papel filtro, es necesario determinar si los aminoacidos
no son retenidos por éste, por lo que se evalud el porcentaje de recuperacion de la

extraccion de los aminodcidos en solucidn acuosa impregnados en el papel filtro,

Las concentraciones se calcularon con el factor de respuesta obtenido en el inciso 1. arriba

descrito, comparando éstas con las concentraciones afiadidas.

En la tabla 2 se puede observar el porcentaje de recuperacion y las desviaciones estandar

relativas de dichas extracciones.

AMINOACIDO % de recuperacién C.V,

GLU 103 8.13

ASN 114 3.32

SER 115 5.40

GLN 99 8.63

GLI-TRE 97 5.15

ARG 9 8.97

ALA 99 6.70

TIR 98 2.68

TAU 83 3.14

VAL 81 4.35

MET 108 6.67

ILE+LEU 103 4.58

TRP 99 3.87

FEN 89 3.44

ORN 93 5.25

LIS 85 4.22
TABLA 2.

Porcentaje de recuperacion y desviacion estandar relativa (C.V.) de extraccion de los

aminodcidos en solucion acuosa impregnados en el papel filtro,
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FIGURA 10. Curvas de calibracion de los estandares en solucion acuosa sin el

procedimiento de extraccion.

AREA AA / AREA St.

AREA AA / AREA St

ASPARAGINA
1.5 T Y T

1.2
09 r —
0.6 -

0.3
r=0.889

0.0 1 L
00 05 10 15 20 25
CONCENTRACION AA / CGNCENTRACION St.

fig 10a

SERINA
2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
06 05 10 15 20 25
CONCENTRACION AA / CONCENTRACION St.

fig 10c

AREA AA / AREA St.

AREA AA / AREA St.

1.5

1.2

0.9

0.6

0.3

0.0

AC.GLUTAMICO

00 0.2 04 056 08 1.0 1.2 1.4

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
0

CONCENTRACION AA / CONCENTRACION St.
fig 10b

GLUTAMINA

.0 0.5 1.0 1.5 2.0

CONCENTRACION AA / CONCENTRACION St.
fig 10d

48
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II1. Curvas de extraccion de los estindares en sangre total impregnada en papel filtro,

Las mejores condiciones de extraccion fueron las mencionadas en el nimero 6 del apartado
2 del inciso IV de la extraccion de los estandares en el capitulo de Material y Métodos, la
cual se refiere a la extraccion de los estandares con metanol por 30 minutos en bafio de
ultrasonido.

Los resultados de las otras condiciones de extraccion se encuentran en el Anexo L.

Se construyeron las curvas graficando concentracion afiadida vs concentracion recuperada
(evaluando ésta a partir del area obtenida y utilizando el factor de respuesta obtenido en el
inciso I arriba descrito.). Las graficas se muestran en la figura 11.

Los porcentajes de recuperacion y la reproducibilidad (desviacion estandar relativa) de estas
extracciones se muestran en la tabla 3,

A partir de los datos obtenidos de estas curvas se realizé el anilisis de varianza basado en la
distribucion "F" (prueba de Snedecor), para probar la linealidad del método. La prueba de
hipotesis de linealidad entre concentracion anadida y concentracion recuperada se encuentra
en la tabla 4.
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FIGURA 11. Curvas de extraccion de los estandares en sangre total impregnada en papel

filtro.
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CONCENTRACION RECUPERADA
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AMINOACIDO RECUPERACION cv N
% (1)

GLU 31.29 8.11 8
ASN 64.67 12.79 10
SER 69.91 7.07 8
GLN 120.29 10.27 10
GLI+TRE §8.17 12.27 10
ARG 75.41 7.00 10
ALA 95.79 14.62 10
TIR 73.22 7.63 10
TAU 87.54 8.91 10
VAL 71.45 1032 10
MET 79,24 9.12 10
ILE+LEU 73,68 7.91 10
TRP 77.99 7.49 10
FEN 66.16 13.82 8
ORN 89.35 6.87 8
LIS 78,52 12,91 8

(1) Datos obtenidos de Ia medicidn hecha dentro de ta primer semana.

TABLA 3.

Porcentaje de recuperacion y desviacion estandar relativa (C.V.) de extraccion de los

aminoacidos en sangre total impregnada en papel filtro.
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HIPOTESIS Ho: X y Y no estan linealmente relacionados
Ha: X y Y estan linealmente relacionados
AMINOACIDO __ Fyos* F calculado

GLU 234 440.19
ASN 239 579.25
SER 234 299.16
GLN 239 292.42

GLI+TRE 239 42731
ARG 23 b 44338
ALA 239 346.40
TIR 239 } . 98804
TAU L 229 290.26
VAL 239 286.10
MET 239 299.41

ILE+LEU 239 553.72
TRP 239 770.69
FEN 234 295.55
ORN 234 283 .46
LIS 234 325,98

TABLA 4. Ho= hipotesis nula,

Ha= hipdtesis alterna.
* Valor critico de F para los grados de libertad correspondientes.

En todos los casos F calculada es mayor que F de tablas, se rechaza la hipdtesis nula de no

relacion lineal entre Xy Y'y se concluye que la concentracién afadida y la recuperada estan
linealmente relacionadas.
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ESTA TVESIS KO OEBE
SRR DE LA BB.IOTECA

Al realizar las mediciones tres semanas después de aplicada la sangre en el papel filtro, se
encontraron los resultados que se muestran en la tabla S.

AMINOACIDO RECUPERACION cv N
GLU 8052 ) 11.90 8
ASN 56.09 17.79 8
SER 38.56 13.3 8
GLN 60.15 17.54 8

GLI+TRE 42.68 18.39 8
ARG 38.41 16.16 8
ALA 53.72 14.8 8
TIR 61.48 12.09 8
TAU 56.65 9.6 8
VAL 52.28 15.02 8
MET 47.89 10,43 8

ILE+LEU 57.56 15.07 8
TRP 59.62 9.45 8
FEN 55.64 18.46 8
ORN 30.57 11.85 8
LIS 58.60 18.93 8

TABLASS

Recuperacion de estandares después de tres semanas de tomada la muestra.

Por lo que se refiere a el estudio estadistico referente a las curvas de recuperacion para cada
aminodcido en sangre total, favor de consultar el Anexo II.



DISCUSION Y CONCLUSIONES.

A fin de poder comparar las concentraciones de aminoacidos extraidos se realizd una
correccion de la concentracion. Se calcularon las concentraciones de todos los
aminoacidos en todos los experimentos, tomando como base la cantidad de materia
presente en el extracto final previo a la inyeccion en el sistema cromatografico, esto es en
un mililitro de metanol. De esta forma, tanto las inyecciones de disoluciones acuosas sin
extraer como las extraidas seria comparables.

En el estudio realizado de los rendimientos de extraccion tenemos:

Comparando entre la extraccion de los estandares en disolucion acuosa y en sangre, el
porcentaje de recuperacion en el primer caso es cerca del 100 %, con una gran
disminucion en el segundo. Esto puede ser debido a que los aminoacidos se absorban a
compuestos enddgenos de la sangre y/o disminucion de la solubilidad por la presencia de
otros metaboalitos,

E! porcentaje de recuperacion es incrementado si se aumenta el tiempo de extraccion en
bafio de ultrasonido (como se puede ver en la tabla 7, Anexo I). Sin embargo, un tiempo
excesivo de analisis no es conveniente para el laboratorio de contral clinico, en el cual
deben procesarse un nimero considerable de muestras. La recuperacion obtenida a los 30
minutos en la mayoria de los aminoacidos es aceptable para el monitoreo de pacientes con
errores innatos del metabolismo, puesto que la mayoria de ellos, aun controlados,
presentan niveles de aminodcidos relacionados con su patologia de al menos 3 a 4 veces
los valores normales.

El coeficiente de variacion de algunos aminoacidos es grande. La glutamina es muy
inestable, transformandose en glutamico (6), lo cual podria explicar los elevados
coeficientes de variacion. La pobre reproducibilidad puede ser debida a la variacion en la
cantidad de sangre por area de papel filtro. Dado que en la aplicacion de esta metodologia
la toma de muestra de sangre dependera de los padres del paciente o del médico, seria
recomendable tomar en cuenta el programa de entrenamiento para toma de muestra de
sangre en pape! filtro. Esto con objeto de minimizar |as fuentes de variacion y error.

Las variaciones mas altas se encontraron en las regiones de baja concentracion, lo cual no
s tan grave si se tiene en mente que estas patologias van asociadas con aumentos en
concentracidn y no disminucion de la misma.
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Se ha reportado que los aminoacidos en sangre seca en papel filtro muestran una alta
estabilidad (24). Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla5), los
aminoacidos no son estables después de un periodo de almacenaje relativamente corto
(tres semanas). Observando los coeficientes de variacion obtenidos en este trabajo y
comparandolos con los de la referencia citada, puede verse que ain obteniéndose un
coeficiente de variacion menor, no se hall6 la estabilidad reportada. Sin embargo el papel
filtro ha sido usado por muchos afios como un medio de coleccion, almacenamiento y
transporte de muestras de sangre capilar, Las muestras son facilmente colectables,
mangjables y su aimacenamiento a temperatura ambiente es aceptable por periodos cortos
de tiempo incluyendo el envio a laboratorio por correo, considerando que en nuestro pais
es més eficiente el sistema de mensajeria. Ademas la cantidad de volumen de muestra para
el estudio es minima.

El tiempo total del andlisis incluyendo la extraccién y derivatizacion es de menos de 90
minutos. Dado este tiempo de analisis es que se refuerza la idea de utilizar la extraccion en
ultrasonicador por un tiempo no mayor de 30 minutos.

Por lo anteriormente mencionado ¢l método puede ser una herramienta Otil para el
monitoreo de rutina del perfil de aminoacidos de pacicntes con errores innatos del
metabolismo (fig. 12).

Aminoacidos tales como prolina, hidroxiprolina y cisteina no pueden ser cuantificados por
el presente método, ya que el reactivo derivatizante OPA/Etanotiol. reacciona solo con
aminas primarias(28). Sin embargo Ishida et al (8), sugieren tratar la muestra con un
agente oxidante, antes de la derivatizacién.

Es importante recordar que esta metodologia solo intenta ser una herramienta de
monitoreo a larga distancia del estado nutricional del paciente. Si en estos monitoreos el
paciente muestra sintomas de recaimiento, debera ser trasladado a la Unidad de Genética
de la Nutricién del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, donde deberan
realizarse las mediciones correspondiente en forma directa a partir del fluido fisiologico
correspondiente,
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RECOMENDACIONES PARA UN TRABAJO FUTURO.

Los niveles de aminoacidos en sangre total difieren de los de suero o plasma por lo que
se requieren nuevos valores de referencia y/o compararse con precaucion.

Podria tratarse de disminuir el coeficiente de variacién y aumentar el porcentaje de
recuperacion incrementindose el tiempo de extraccion en el bafto de ultrasonido. Sin
embargo ello conlleva el aumento del tiempo de anélisis ya mencionado

Seria conveniente corroborar la estabilidad de las muestras tomando en cuenta las
condiciones del correo de nuestra comunidad. En las condiciones actuales sélo el
sistema de mensajeria es eficiente.

Es recomendable calibrar el papel filtro para tener un mayor control de la cantidad de
sangre por area de papel.
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ANEXO 1

Aqui se muestran los resultados de los procedimientos de extraccion de aminoacidos en
sangre impregnados en papel filtro, referidos en el apartado 2 del inciso IV de la
extraccion de los estandares en el capitulo de Material y Métodos

En la tabla (6) se compara la extraccion con diferentes disolventes por 10 minutos en bafio
de ultrasonido.

AMINOACIDO % DE RECUPERACION
METANOL METANOL METANOL SSI
0% ACIDOMCI) 5%
GLU 25 33 - 15
ASN 43 - - -
SER 45 26 18 -
GLN 38 15 - 30
GLI+TRE 42 20 22 11
ARG 18 16 13 12
ALA 37 4} 21 11
TIR 62 110 62 95
TAU 21 19 16 9
VAL 68 63 13 29
MET 55 40 23 -
ILE+LEU 62 69 17 17
TRP 73 14 16 16
FEN 59 37 22 10
ORN 28 43 - -
LIS 33 28 8 11
SSI Solucién salina isotonica
TABLA (6).

Porcentaje de extraccion de aminodcidos en sangre impregnados en papel filtro con
diferentes disolventes por 10 min, en bafic de ultrasonido.
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Utilizando metano! como disolvente, ya que con éste se obtuvieron los resuitados mas
satisfactorios para la mayoria de los aminodcidos se midio el porcentaje de extraccion a
diferentes periodos de tiempo 10, 20 y 30 minutos (TABLA 7).

AMINOACIDO % DE RECUPERACION
10 MIN. 20 MIN. 30 MIN.
GLU 25 29 31.29
ASN 43 62 64.67
SER 45 59 69.91
GLN 38 45 120.29
GLI+TRE 42 53 88.17
ARG 18 30 75.41
ALA 37 42 95.79
TIR 62 72 73.22
TAU 21 37 87.54
VAL 68 72 71.45
MET 55 60 79.24
ILE+LEU 62 68 73.68
TRP 73 75 77.99
FEN 59 67 66.16
ORN 28 58 89.35
LIS 33 62 78.52
TABLA 7.

Porcentaje de recuperacion de aminoacidos en sangre impregnados en papel filtro a
diferentes periodos de tiempo, utilizando metanol como disolvente.
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ANEXO2

Estudio estadistico referente a las curvas de recuperacion para cada aminoécido en sangre
total.

Las pruebas de hipotesis realizadas sobre la ordenada al origen asi como sobre la
pendiente y los intervalos de confianza, estin basadas en la distribucion “t" (prueba de
“student"), se muestran en la tabla 8

AMINOACIDO tb tm ICh ICm
GLU 1.38 20.98 .0.05 - 0.01 0.30-0.39
ASN 1.60 24.06 .0.08 - 0.01 0.67 - 0.81
SER 0.89 14,11 -0.04-0.10 0.53 - 0.76
GLN 2.13 17.10 0.01-0.16 0.89-1.18

GLI+TRE 2.64 20.67 0.0l - 0.20 0.65 - 0.81
ARG 0.21 21.06 -0.59 - 0.49 0.68 - 0.86
ALA 1.66 18.61 -0.02-0.11 0.73 - 0.94
TIR 0.15 31.43 -0.02 - 0.03 0.67 - 0.78
TAU 1.38 17.03 .0.03-0.11 0.67 - 0.88
VAL 0.25 16.91 -0.07 - 0.06 0.63 - 0.84
MET 0.32 17.30 -0,05 - 0.07 0.67 - 0.88

1LE+LEU 1.24 23.53 0.04-0.12 0.61 - 0.74
TRP 0,78 27.76 -0.02 - 0.05 0.69 - 0.81
FEN 1.19 1398 | -013-005 | 063-0.89
ORN 1.410 022775 | 0.021-007 | 0220-027
LIS 1.789 21.674 -0.016-0.10 | 0.595-0.75

TABLA 8. tb=t calculada de la ordenada a! origen
tm=t calculada de la pendiente
ICb=Intervalo de confianza de la ordenada al origen (95%)
ICm=Intervalo de confianza de la pendiente (95%)

Las pruebas de hipotesis realizadas sobre la ordenada al origen demuestran que el valor de
regresion obtenido puede considerarse estadisticamente igual a cero, excepto para glicina
+ treonina, lo que indica la presencia de error sistematico para estos aminoacidos.
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