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Abreviaturas

Ala
Arg
Asn
BCAA
Cit
Cys
Dansyl
DTA
FMOC
GABA
Gli

GIn
Glu
Grupo R
His
HPLC

lle
LCR
LNAA
Lys
Met
OPA
Oorn
Phe
Pro

Ser

ABREVIATURAS

Alanina

Arginina

Asparagina

Aminoéacidos de cadena ramificada
Citrulina

Cisteina
5-Dimetilamino-1-naftalensulfonilo
Demencia tipo Alzheimer
9-Fluorenilmetil cloroformato
Acido y-aminobutirico

Glicina

Glutamina

Glutamato

Cadena lateral de los a-aminoacidos

Histidina

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC, por

sus siglas en inglés que significan High Performance

Liquid Chromatography)
Isoleucina

Liquido cefalorraquideo
Aminoacidos largos neutros
Lisina

Metionina

o-Ftalaldehido

Ornitina

Fenilalanina

Prolina

Serina



Abreviaturas

DKRA
Tau
Thr
Trp
Tyr
Val

Disoluciéon Krebs Ringer acidificada
Taurina

Treonina

Triptofano

Tirosina

Valina
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Introduccidon

INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

Cambios en los niveles de aminoacidos 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 variacibn en la
concentracion de glutamina, asparagina y acido y-aminobutirico (GABA),
al comparar sujetos controles con pacientes con diagndstico clinico de la
DTA. Estas controversias se pueden relacionar a diferencias en las
técnicas utilizadas, muestras analizadas (tejido cerebral, liquido
cefalorraquideo o plasma) o en sujetos vivos o0 post mortem.

El sistema de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)
utilizado para la deteccidon de aminoacidos en plasma sanguineo es de la
marca Agilent. EI 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 separacion y analisis de aminoacidos, via una
derivatizacion precolumna en proteinas/hidrolizados proteicos. Para la
determinaciéon de aminoacidos en plasma sanguineo, se optimizo el
proceso de separacion mediante la modificacion de la metodologia de
derivatizacion e inyecciéon, gradiente y composicion de la fase moévil B;
implicando la adaptacion de este método de referencia para la
determinacion de GABA y taurina. Estos aminoacidos fueron incluidos en
este trabajo dado que el primero ha presentado variaciones en tejido
cerebral y plasma en la DTA, ademas de poseer importancia
considerable por su papel de neurotransmisor. También, se ha visto
involucrado al aminoéacido taurina en esta demencia, mostrando una
disminucién de los niveles en pacientes con sintomas avanzados, ya que

es uno de los aminoacidos mas abundantes en el sistema nervioso
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central y tiene un papel importante en procesos fisiolégicos como

osmoregulacion, neuroproteccion y neuromodulacion.

Objetivo
Objetivo General

Evaluar la concentracion de aminoacidos en plasma sanguineo al
optimizar la técnica de HPLC en pacientes con diagnéstico clinico de
DTA.

Objetivos Particulares

v Optimizar la metodologia de derivatizacion e inyeccion por medio de
la modificacion del programa de inyeccion del automuestrador.

v' Optimizar la metodologia de gradiente de fase moévil como
herramienta para mejorar la separacion de los aminoacidos.

v' Obtener un intervalo lineal de analisis para la cuantificacion de los
aminoécidos.

v Analizar la concentracibn de aminoacidos en muestras de sujetos

controles y pacientes con DTA.

Hipotesis

En vista de los cambios reportados en la literatura sobre los niveles
de aminoacidos en la DTA, particularmente en aspartato y glutamato, al
poseer la funcion de neurotransmisores excitadores; en GABA por ser un
aminoacido inhibidor, y en arginina y citrulina, relacionados con la
produccion de oxido nitrico implicado en el estrés oxidativo, se espera
obtener diferencias estadisticamente significativas en los niveles
plasmaticos de dichos aminoacidos al comparar estos pacientes con un

grupo control, formado por adultos mayores sanos.
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MARCO TEORICO

1. Aminoacidos
1.1. Estructura Quimica de los Aminoacidos

Los aminoacidos son moléculas que poseen un grupo amino y un
grupo carboxilo. Existen 20 aminoacidos que forman las estructuras
monoméricas de las proteinas tanto si provienen de los linajes
bacterianos mas antiguos como de las formas méas complejas de vida.!
Estas moléculas tienen la caracteristica de que el grupo amino y el
grupo carboxilo se encuentran unidos a un mismo carbono y son
llamadas a-aminoacidos (Figura 1). En todos ellos el grupo a-amino es
un grupo primario, es decir que no tiene sustituyentes. La Unica
excepcion ocurre con prolina, cuyo grupo amino es secundario, en
donde el nitrogeno forma parte de un anillo de pirrolidina de 5
miembros. Cada uno de los aminoacidos difiere del otro por la cadena
lateral (Grupo R) que poseen. Las propiedades fisicoquimicas de cada
aminoacido libre depende tanto del grupo carboxilo como del grupo
amino y de su cadena lateral, siendo esta ultima diferente en estructura,

tamanfo y carga, ademas de influir en la solubilidad en agua.

Grupo
Carboxilo
CO0IR
Grupo ~ T
AminG HoN H < Hidrégeno

Carbono a
al Carbonilo

Figura 1. Estructura general de un aminoacido. El grupo —NH, esta en

la posicion « al carbonilo.



Marco Tedrico

Ademas de estos 20 aminoacidos denominados proteicos, existen
alrededor de otros 300 gque no se consideran proteicos. Son derivados
de otros aminoacidos que, al incorporarse a las proteinas como
aminoacidos proteicos y, posteriores a la formacion de las proteinas,
sufren modificaciones quimicas.*

Algunos aminoacidos no proteicos realizan funciones biologicas
importantes como mensajeros, precursores, neurotransmisores y otros
son formados en el metabolismo fisiolégico. Ejemplo de aminoacidos no

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

COOH COOH COOH COOH
H
CH, HoN—CH,, H,N—CH H,N—CH
| | | HN CH,
CH, CH, CH, | | CH,
| | | H,C CH |
CH, 0=—s—o0 CH, ok S
| | | (d) |
NH, OH C|:H2 T
@ (b) TH THZ
. _c g H,N—CH
2
COOH
(©) S

Figura 2. Estructura quimica de aminoacidos no proteicos: (a) GABA,

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

Los a-aminoacidos, con excepcidon de glicina, presentan un centro de
quiralidad comun, que corresponde al carbono «. Por tanto, son posibles
dos formas enantioméricas, dando lugar a las formas R o S, segun la
configuracion de los sustituyentes en un centro de quiralidad. Segun la
rotacion del plano de luz polarizada pueden ser dextrorrotatorios (+) o
levorrotatorios (-). De acuerdo a la posicion del grupo amino en una
proyeccion de Fisher (derecha o izquierda), son agrupados en D 6 L. En

el caso de los aminoacidos, la configuracion R corresponde a la forma D,
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y la S, a la L. (exceptuando el caso de la L-cisteina, que presenta
configuracién R).? Todos los aminoacidos que forman parte de las
proteinas corresponden a la forma L. Los D-aminoacidos no se
encuentran presentes en las proteinas; sin embargo, aparecen
distribuidos en la materia viva; abundan particularmente en la pared

celular de bacterias y en antibiéticos como la gramicidina S.***

1.2. Clasificacion de los Aminoacidos
Los aminoéacidos se clasifican segun la cadena lateral (Figura 3)

er]:1,2,3,4

v Aminoéacidos con Carga
e (Carga Positiva o Basicos
e Carga Negativa o Acidos
v" Aminoé&cidos Neutros
e Largos Neutros (LNAA)
e De Cadena Ramificada o Alifaticos (BCAA)
e Aromaticos
e Con Grupo Hidroxilo
e Con Grupo Amida

e Con Atomo de Azufre

Desde el punto de vista nutricional, se clasifican en Aminoéacidos
Esenciales, aquellos que el organismo humano no es capaz de sintetizar
y tiene que adquirirlos en la dieta, y Aminoacidos No Esenciales, que son
sintetizados por el organismo a partir de precursores accesibles (Tabla
1).1°
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CON CARGA
Carga Negativa o Acidos Carga Positiva o Basicos

Aspartato Glutamato Lisina Arginina Histidina
Asp Glu Lys Arg His

NEUTROS

Y4

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

Fenilalanina Triptéfano Tirosina Treonina Glutamina
Phe Trp Tyr Thr GIn

|:] Largos Neutros

|:] De Cadena Ramificada o Alifaticos

. - . Aromaticos
Leucina Isoleucina Valina |:I

Leu lle val | Con Grupo Hidroxilo

|:| Con Grupo Amida

Con Atomo de Azufre

\_ e -

Figura 3. Clasificacion de los aminoéacidos segun la cadena lateral. Los

cuadros en colores encierran los tipos de aminoacidos neutros. Noétese

que varios de ellos pertenecen a diferentes tipos.!%3*
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Tabla 1. Aminoéacidos esenciales y no esenciales para el humano.*

No Esenciales Esenciales

Ala Arg”
Asn His
Asp lle
Cys Leu
Glu Lys
GIn Met
Gli Phe
Pro Thr
Ser Trp
Tyr Val

" Esencial en nifios pero no en adultos.

NOTA: Ver abreviaturas.

1.3. Importancia Bioldgica de los Aminoacidos

La importancia de los aminoacidos, como bloques biologicos de
construccion de proteinas, proviene del hecho de que se pueden asociar
en grandes cadenas por medio de un enlace covalente tipo amida, entre
el grupo —-NH, de un aminoéacido y el —-COOH de otro. Proporcionan la
clave de la estructura de miles de proteinas que producen las células a
partir de los 20 diferentes aminoacidos proteicos. A partir de ellos, los
organismos pueden sintetizar enzimas, hormonas, péptidos,
anticuerpos, antibidticos y una gama de proteinas y derivados proteicos
con actividades bioldgicas distintas.*

El esqueleto carbonado de los aminoacidos es transformado en
intermediarios metabdlicos importantes, los cuales pueden generar
acidos grasos, cuerpos cetoénicos y glucosa.’ Participan en distintas rutas
metabdlicas como el ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo del acido
citrico o ciclo de Krebs), ciclo de la urea y reacciones de transaminacion,
asi como en la formacion de neurotransmisores como catecolaminas
(noradrenalina, adrenalina y dopamina), histamina, serotonina y GABA

(Figura 4).
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Figura 4. Formacién de neurotransmisores a partir de aminoacidos.*

El aminoacido GABA es un neurotransmisor que se encuentra
ampliamente distribuido por todo el sistema nervioso central, produce
inhibicion presinaptica y postsinaptica participando en funciones de
dicho sistema, como sensitivomotriz, vigilia, memoria y atenciéon o
emocion.®

La ornitina y citrulina actian como precursores sucesivos de la
arginina en el ciclo de la urea, donde el amoniaco se convierte en urea.’

Citrulina por su parte, es un producto metabdlico de la 6xido nitrico
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sintasa, una enzima productora de 6xido nitrico, sustancia implicada en
el estrés oxidativo.’

La hidroxiprolina se encuentra en un 10% de la proteina colagena,
formando parte del tejido conectivo y 6seo, aunque también se puede

encontrar en la pared celular vegetal.®

1.4. Valor Clinico de los Aminoacidos

En la Tabla 2 se muestran los valores de referencia de distintos
aminoéacidos en plasma sanguineo.® Existen varias patologias asociadas
a cambios en los niveles de aminoéacidos.'>®° En la Tabla 3 y Tabla 4 se

muestran algunas.

Tabla 2. Valores de referencia de distintos aminoacidos en plasma

sanguineo (mg/dL).®

Aminoéacido Intervalo Aminoacido Intervalo
Alanina 2.2-45 Leucina 1.0-2.3
Acido a-aminobutirico 0.1-0.2 Lisina 1.2-3.5
Arginina 05-25 Metionina 0.1-0.6
Asparagina 0.5-0.6 Ornitina 04-14
Aspartato 0.0-0.3 Fenilalanina 0.6-1.5
Citrulina 0.2-1.0 Prolina 1.2-3.9
Cistina 0.2-22 Serina 0.8-1.8
Glutamato 0.2-2.8 Taurina 0.3-21
Glutamina 6.1 - 10.2 Treonina 0.9-25
Glicina 0.9 -4.2 Triptéfano 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. Patologias asociadas a cambios en los niveles de
aminoéacidos.’>
Cambio en los
Patologia niveles de Sintomas Causa
aminoacidos
Sindrome de T Ala, Thr, GIn, v Fotosensibilidad Deficiencias en el
Hartnup Ser, Asn, Val, v Erupciones escamosas de mecanismo de
Leu, lle, Phe, color rojizo que aparecen transporte de
Tyr, Trp, Hisy  durante la primera década de determinados
Cit vida aminoacidos como
v' Manifestaciones neuroldgicas: triptéfano e histidina
dolor de cabeza, falta de a través del intestino
concentracion, debilidad de los delgado y rifiones
miembros, ataxia
Fenilcetonuria T Phe y v Vémito Defectos en la
metabolitos v Retraso en el desarrollo conversion de
(4cidos v Hipopigmentacion fenilalanina a
fenillactico, v' Retraso mental grave tirosina, debidos a la

Alcaptonuria

Enfermedad
de la orina
con olor a

jarabe de arce

fenilpirdvico y

fenilacético)

T acido

homogentisico

a-cetoacidos

procedentes de

aminoacidos con

cadenas

ramificadas

v' La orina se oscurece debido a

la oxidacion del acido
homogentisico.
v/ Pigmentacion generalizada

v Artritis

v/ Hipoglucemia

v Acidosis

v’ Letargo

v Falta de apetito

v Voémito

v' Convulsiones

v Dafo cerebral grave

v’ Muerte

deficiencia de la
enzima fenilalanina
hidroxilasa
Degradacion
defectuosa de

tirosina debido a la
enzima
homogentisato-1,2-

dioxigenasa

Defectuosa

degradacion de
aminoacidos con
cadenas ramificadas
debido al complejo
de o-cetoacido
ramificado

deshidrogenasa
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Tabla 4. Condiciones clinicas asociadas con cambios en las

concentraciones de aminoéacidos en plasma y orina.’

Plasma

Orina

Enfermedad cardiovascular
Depresion

Ansiedad

Insomnio

Sindrome de fatiga crénica
Esclerosis multiple

Artritis reumatoide

Epilepsia

Falla cardiaca congestiva
Impotencia

Disfuncioén eréctil

Sindrome de dolor

Sensibilidad quimica multiple
Desoérdenes de detoxificacion
Trastornos del espectro autista
Demencia tipo Alzheimer
Hipotiroidismo

Arritmias

Hipertension

Desorden del déficit de atencién y
Trastorno de la hiperactividad del déficit de atencién

Infertilidad

Desordenes metabdlicos hereditarios
Inanicion / Desnutricion
Ingestion/Digestion proteica
Alcoholismo

Osteoporosis

Tumor de Bladder

Enfermedad de Cushing

Sindrome de fatiga cronica
Enfermedad celiaca

Catabolismo muscular
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2. Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
2.1. Fundamento de la Cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion de los constituyentes
de una mezcla de compuestos. Se ha convertido en un método analitico
de primer orden para identificar y cuantificar los compuestos de una
mezcla.*®

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas
en inglés, que significan High Performance Liquid Chromatography) es
una herramienta para el analisis, preparacion, separacion, purificacion,
identificacion, deteccion y cuantificacion de los componentes de una

10-22 pe todos los métodos analiticos e

mezcla de sustancias.
instrumentales, la cromatografia es el que tiene mayor aplicacion y, por
ello, ocupa una posicién dominante.’® Es una técnica consistente en la
separacion de los componentes de una mezcla de sustancias en una fase
estacionaria haciéndole pasar una fase movil presurizada. Existe una
variedad de métodos cromatogréaficos. En este trabajo, sblo se hace
referencia a la cromatografia de fase quimicamente unida.

El principio basico se fundamenta en los equilibrios de distribucion de
los compuestos presentes entre dos fases no miscibles en la que una,
lamada estacionaria, esta inmovilizada en una columna o fijada sobre
un soporte y la otra, llamada movil, se desplaza por la fase
estacionaria.’® Participan los procesos fisico-quimicos de: (1) Reparto,
que refiere que el soluto se equilibra entre la fase estacionaria y la fase
movil por diferencia de solubilidad, y (2) Adsorcion, relativo a la fijacion
de una sustancia en la superficie de otra.'?*3:16:17

La elucion es el proceso en el cual se separan los solutos a través de
una fase estacionaria por el movimiento de una fase moévil. La eluciéon a

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

Los componentes de un sistema de HPLC (Figura 5) son:!%1316.17

v' Reservorio de fase movil
v' Degasificador (opcional)
v" Bomba
v" Inyector (manual o automatico)
v' Columna (con termostatizado opcional)
v' Detector
v' Sistema de Datos
Degasificador Inyector
Fase Sistema
Mévil Bomba Columna dioi
-> -> -> -> -> ->

Figura 5. Componentes de un sistema de HPLC.

2.2.1. Fase Movil

La fase movil consta de una disolucion o mezcla de disolventes que
se desplaza por el sistema cromatografico provocando la separacion de
los compuestos. Tiene como principales caracteristicas 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.'®131617

2.2.1.1. Degasificador
La degasificacion de la fase movil evita la entrada de aire en el
sistema. Lo anterior ocasiona descenso de presion, falta de
reproducibilidad, disturbios en la linea base y modificaciones en la

composicion de la fase movil 20131617
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Existen varias formas de degasificar, entre ellas:

v Filtracién mediante vacio en linea o microvacio

v" Introduccién de gas inerte como argén o helio que reemplaza otros
gases disueltos. Su desventaja es que requiere de un flujo constante

del gas

2.2.1.2. Fuerza de Elucién

La fuerza del disolvente es una clasificacion 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 elucion para una particular fase estacionaria es
conocida como serie eluotropica.

La serie eluotropica refleja la polaridad creciente e hidrofilicidad de
los disolventes. Dependiendo del método utilizado para determinar la
serie eluotrdopica puede haber cambios de lugar de disolventes. Es una

guia de la fuerza del disolvente!**®

y se puede utilizar en los andlisis por
HPLC para la mejora o perfeccionamiento de los mismos, ya que en fase
reversa al aumentar el porcentaje de disolvente organico en la fase
movil, disminuye el tiempo de retencion de los compuestos. Esto ultimo
también ocurre al aumentar la concentracion de sales de la fase movil.
La modificaciéon al pH puede cambiar la elucibn de los compuestos,
dependiendo su grado de ionizacion debido a que la retencidon de
compuestos ionizables es fuertemente influenciada por el pH.*®*’

El aumento en el flujo de la fase movil provoca una disminucion del
tiempo de analisis y un aumento en la presion, pero no modifica la

separacion de los compuestos.
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2.2.2. Bomba
La bomba es parte fundamental del sistema de HPLC. Sus
caracteristicas son:'%1316.17
v' Debe ser quimicamente inerte
v' Fabricada con materiales completamente resistentes
v’ Soportar altas presiones
v" Proporcionar un flujo de 0.5 - 10 mL/min con reproducibilidad alta
(<1.0%) (Ver nota “1” al pie de pagina) y libre de pulsos
v De preferencia, proveer un gradiente de fase moévil y un cambio

rapido de disolvente

2.2.3. Inyector

Permite la introducciéon de un volumen de muestra al circuito liquido
que se encuentra en alta presion. Trabaja con dos circuitos: a presion
alta y atmosférica. Puede realizarse la inyeccion de la muestra de forma
manual o automatica; esta ultima se prefiere ya que disminuye el error

humano y aumenta la precisién.*®*’

2.2.4. Columna

Consiste en un tubo de pequefo diametro interno que contiene
particulas esféricas de silica (denominadas base de soporte) en cuya
superficie se enlaza quimicamente la fase estacionaria. Generalmente se
utiliza como fase estacionaria una cadena hidrocarbonada de 18
carbonos.

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

anterior, se dice que el analisis que se esta llevando a cabo es en fase

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

grupos ciano, amino y nitro, se denomina fase normal.*®1822

2.2.4.1. Control de la Temperatura de la Columna
El control termostatizado de la columna provoca que se obtengan
areas y tiempos de retencion mas reproducibles. Ademas, al aumentar
la temperatura mejora la desorcion de los analitos reduciendo el coleo
de los picos y el tiempo de retencion; igualmente disminuye la

viscosidad y por tanto la presion desciende.®'%??

2.2.4.2. Variacion en las Dimensiones de la Columna
En la Tabla 5 se muestran los efectos sobre la elucion de compuestos

al modificar las dimensiones de la columna cromatogréfica'® 822

6).

(Figura

Tabla 5. Efecto de la disminuciéon del tamafio de particula, diametro

interno y largo de la columna en los analisis por HPLC. 10-13:16-18.22

Pardmetro Al disminuir Justificacion
Tamafio de v Mejor separacion Aumenta la superficie de
Particula v | Tiempo de analisis contacto y el numero de

v/ Provoca que picos anchos se vuelvan esbeltos sitios activos que estan en

v 1 Presién contacto con los analitos
Diametro v 1 Tamafio de los picos Una banda de separacion
Interno v { Ancho menos diluida es formada
v | Cantidad de disolvente por la fase movil, ya que
v 1 Presién solo al variar el diametro
v { Flujo interno, se varia el

volumen en la columna

Largo J Proporcionalmente el tiempo de analisis Disminuye el tiempo que
{ Proporcionalmente el uso de disolventes tardan en recorrer los

J Presion analitos la columna
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Figura 6. Efecto de la variacion del tamafo de particula, diametro
interno, largo y temperatura de la columna sobre la separacion de

compuestos.®

2.2.5. Detector

Consiste en un dispositivo capaz de convertir una propiedad fisica, no
medible directamente, en una sefial elaborable y ofrecer informacion
sobre la naturaleza y magnitud de la propiedad fisica. Se utiliza para
revelar la presencia de las sustancias eluidas a la salida de la columna
cromatogréafica. En la Tabla 6 se muestran algunas caracteristicas de

ciertos detectores para cromatografia de liquidos.'?*3:16:17

2.2.6. Elucion Isocratica y por Gradiente

Al procedimiento en el que la composicion de la fase movil
permanece constante a lo largo del analisis se llama elucion isocratica.

En la elucién por gradiente se cambia la composicion de la fase moévil,
ya sea de forma continua o en etapas. Tiene la ventaja de que se
obtienen picos bien formados y sin cola. Ademas, el tiempo de elucién

disminuye y pueden separarse picos que no se pueden separar con la
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elucién

isocratica.’®*® En

la Figura 7 se muestra un ejemplo de

separacion de compuestos con elucion isocratica y por gradiente.

Tabla 6.

detectores para HPL

Fundamento,

C.10_13'16'l7

caracteristicas y sensibilidad de algunos

Detector

Fundamento

Caracteristicas

Sensibilidad**

Ultravioleta-

Visible

Arreglo de

Diodos

Fluorescencia

Electroquimico

Espectrofotometria de
absorcion de luz visible
y ultravioleta de un
componente a una
determinada longitud de

onda

Deteccién de
ultravioleta a madaltiples

longitudes de onda

Mide la energia emitida
por ciertos compuestos
excitados por la
radiacion ultravioleta

Mide la corriente de
oxidacion o reducciéon
en los compuestos que
son capaces de
reaccionar de esta

manera

v Es el mas empleado
v No destruye la muestra

v/ Se puede usar con

gradiente
4 Permite obtener
cromatogramas en 3

dimensiones (absorbencia,

tiempo y longitud de onda)
v Realiza analisis
espectrales

v' Altamente selectivo

v Alta especificidad

v Muy selectivo

1 pg

lpg

10 fg

100 fg
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BIFENILOS CLORADOS

20% MeOH / 80% H,0
50% Metanol a
50%: Ageuar‘o 75% MeOH / 25% H,0
7

6

L ]

i 4 )
0 20 40 60 80 min 0 20 40 60 80 min

ELUCION ISOCRATICA ELUCION GRADIENTE
Figura 7. Separacion de bifenilos clorados con elucion isocréatica y por

gradiente.*?

2.3. Aplicaciones de la Técnica de HPLC

Si el componente a analizar es soluble, ya sea en disolventes polares
0 no polares, se puede analizar por HPLC. Se pueden llevar a cabo
andlisis en fracciones de segundos (Figura 8), en matrices complejas
como liquidos bioldgicos (Figura 9) y determinando concentraciones muy

bajas de los compuestos de interés (Figura 10)."%7%?

Figura 8. Ultra-rapida separacién de una mezcla de fenonas.??
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ORINA HUMANA
1 columna, elucién por
pasos, 65.5 hrs

SEPARATION OF URINE BY ION EXCHANGE CHROMATOGRAPHY
Reprinted by permission of Dr. P.B.Hamilton
(Handbook of Biochemistry, Selected Data for Molecular Biology, B-47, CRC Press, Cleveland, 1968)

Figura 9. Analisis de compuestos en orina humana.*?

Figura 10. Andlisis de aflatoxinas en mantequilla de mani.*?

2.4. Andalisis de Aminoacidos por HPLC

El analisis de aminoacidos es de amplia utilidad en los ambitos
bioquimicos y farmacéuticos, incluso en la investigaciéon clinica. Los
métodos utilizados en la determinacion de aminoacidos en fluidos
biolégicos implican una separacion por cromatografia de intercambio
i6nico o de fase quimicamente unida (fase reversa).**

La deteccibn de los aminoacidos, ya sea por absorbencia,
fluorescencia o detector electroquimico, requiere una reaccion de
derivatizacion. Esto proporciona a los aminoacidos la capacidad de ser

detectados, incrementandose la especificidad del método. Los reactivos
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utilizados son ninhidrina, o-ftalaldehido (OPA), fenilisotiocianato, cloruro
de 5-dimetilamino-1-naftalensulfonilo (dansyl) y 9-fluorenilmetil
cloroformato (FMOC).?*

El OPA es el agente mas comun para el analisis de aminoacidos por
HPLC en fase reversa,?* es un efectivo agente derivatizante debido a su
facilidad de reaccionar con los grupos amino. La reaccion de
derivatizacion de aminoéacidos primarios (donde el grupo amino se
encuentra unido a uno y sélo un atomo de carbono) con OPA se muestra

en la Figura 11.%°
0 SR

+R'SH MR

+RNH,

v

0

Figura 11. Reaccion de derivatizacion de los aminoacidos primarios con
OPA.?®

Los derivados isoinddlicos contienen en la posicion 1 del anillo la
cadena lateral de los aminoéacidos. En presencia de un compuesto tiol y
pH alcalino, el OPA reacciona con aminoacidos primarios y forma
derivados fluorescentes. El procedimiento de derivatizacién es bastante
simple y la reaccién ocurre rapidamente a temperatura ambiente en
disolucion acuosa. El andlisis de aminoacidos via derivatizacion no
requiere procedimientos de purificacion adicionales al tratamiento de las
muestras. Los derivados con OPA son menos polares que los
aminoacidos originales en si, lo que permite su separacion por fase
reversa. Ademas, el reactivo sin derivatizar no presenta fluorescencia
nativa y como consecuencia no produce sefales interferentes. Los

productos de derivatizacion presentan un tiempo corto de vida media.
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La ventaja de su uso con la deteccion fluorescente es que este
reactivo no presenta esta propiedad per se; se puede alcanzar una alta

reproducibilidad y sensibilidad (fmoles).?®

Otro tipo de andalisis reportado en la literatura es el uso de
cromatografia de intercambio id6nico con una derivatizacion
postcolumna.?® De hecho, varias compafiias comerciales han establecido
diferentes protocolos, basados en intercambio catidnico, fase reversa y
deteccién electroquimica, fluorescente o por ultravioleta.?®?’-?® Uno de

ellos, el de Pickering Laboratories *°

reporta el analisis de 45
aminoacidos por intercambio cationico utilizando gradiente de fase movil
y temperatura con ninhidrina como agente derivatizante. Ademas del
OPA, otros agentes derivatizantes podrian ser utilizados, como el cloruro
de dansyl, para la deteccion de cistina, imposible con el uso de OPA; el
fenilisotiocianato para aminoacidos primarios y secundarios o el FMOC

para aminoacidos secundarios.?®

Para analizar aminoacidos libres en muestras fisiolégicas como
plasma, orina y liquido cefalorraquideo, es necesario eliminar las
proteinas presentes. Varios métodos han sido descritos para la
deproteinizacion de muestras; incluyen precipitacion con acidos (acido
sulfosalicilico, acido perclorico, acido tricloroacético) o disolventes
organicos (etanol, metanol, acetonitrilo), ultrafiltracion,
ultracentrifugacion y didlisis.?®> El acetonitrilo ha sido utilizado como
agente deproteinizante debido a que no interfiere con la determinacion

de aspartato y se reporta una completa recuperacion de triptéfano.*°
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3. Demencia Tipo Alzheimer
3.1. Caracteristicas de la Demencia Tipo Alzheimer

La DTA es la causa de uno de los mas comunes tipos de demencia. Es
un trastorno o desorden cerebral neurodegenerativo que afecta a los
adultos mayores. Se caracteriza por la formacion de agregados de dos
proteinas: placas neuriticas y marafnas neurofibrilares, que estan
involucradas en el proceso de neurodegeneracion y muerte neuronal.
También existe una reduccion de sinapsis y pérdida de células
neuronales. 3 La neurodegeneracién en la DTA es una condici6n
patolégica de las células, como una forma acelerada del envejecimiento.
Las placas neuriticas son generadas por depoésitos en el cerebro humano
de fibras del péptido p-amiloide, un fragmento derivado del
procesamiento proteolitico de la proteina precursora de amiloide. El
mayor componente de los fragmentos pareados helicoidales, que forman
una red filamentosa compacta, descritas como marafas neurofibrilares,
es la proteina Tau. Existe evidencia en estudios de cultivos cerebrales
que el estrés oxidativo constituye el principal factor implicado en la
modificacion de las sefializaciones de rutas metabdlicas neuronales. Esto
conlleva a anormalidades bioquimicas y estructurales y a una
neurodegeneracion en la DTA. La mayoria de los casos corresponden a
la forma esporadica (90-95%).

El sintoma principal es la pérdida de la memoria, como la dificultad
para recordar nombres y eventos recientes en las etapas iniciales. Otros
sintomas tardios son alteraciones del juicio, desorientacién, confusion,
cambios en la conducta y problemas en el habla y al caminar.®?

El diagndstico de certeza requiere que la manifestacion de lesiones
particulares en el tejido cerebral. Por ende, el diagnostico certero es
establecido en las autopsias, jamas en la practica; el 90% de las

lesiones cerebrales concuerda con el diagnéstico clinico. ** No hay
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pruebas convincentes de que cualquiera de las diversas formas de

tratamiento propuestas para la DTA tengan algtin efecto saludable.®*
Los criterios diagnosticos para la DTA son:

v' Definir la demencia mediante examen clinico, la Miniexploracion del
Estado Mental, la Escala de Demencia de Blessed o un examen
similar del estado mental

v' Edad del paciente

v. Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones
cognoscitivas como lenguaje, percepcion y capacidades motoras

v' Exclusién de otras enfermedades cerebrales

La prueba de Miniexploracion del Estado Mental, llamada también
Mini-Mental, por su nombre en inglés Mini-Mental State Examination, fue
desarrollada como una prueba de evaluacion de funcidén cognitiva. Esta
dividida en varias secciones: orientaciéon, registro, atenciéon y calculo,
evocacion y lenguaje. La administracion toma de 5 a 10 minutos y el
maximo puntaje es de 30, donde un valor > 24 corresponde a un sujeto
normal. Se ha utilizado como una prueba de evaluacion de demencia y
como parte del estudio de diagnostico de la DTA, ya que corresponde

del 60 al 80% de los casos de demencia.3?°

3.2. Aminoacidos y la Demencia Tipo Alzheimer

La determinacién de aminoacidos libres es de interés en tejido
cerebral humano, liquido cefalorraquideo y plasma, sobre todo en
sujetos post mértem, debido a que existen cambios en los niveles de
aminoacidos. Existe una gran discrepancia en la literatura sobre las
variaciones encontradas en la DTA. Las concentraciones plasmaticas de
aminoacidos libres podrian funcionar como un factor de regulacion de

biosintesis de neurotransmisores en el cerebro.®
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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 aminoacidos en distintas

muestras en pacientes con DTA.

Muestra

Cambio en los Niveles
de Aminoacidos

Autor

*

LCR

LCR

LCR

LCR

LCR

Plasma

LCR

Plasma

Plasma

Plasma

Suero

Tejido Cerebral

T L-GIn
J L-Asp

T D-Ser
T D-Asp
T L-GIn
T L-His

J Glu
T Asp
T Lys

I Asp
4 Glu
T GIn

T Glu
T Gli

T Asp

T Gli

J Asn

J GABA

I Gly
J Leu
J val

J Tau
J Glu

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

I Trp

I Met

T Tir/Trp+Phe+Val+Leu+lle
T 100*[Tau/(Ser*Met)

J D-Ser
T L-Ser

J GABA
J Glu
I Asp

D’Aniello, et al. 2005’

Fisher, et al. 19983

Martinez, et al. 1993°%°

Tohgi, et al. 1992%°

Jiménez, et al. 1998*

Basun, et al. 199042

Ravaglia, et al. 20043

Fekkes, et al. 1998%3

Hashimoto, et al. 2004**

Seidl, et al. 2001%°

* LCR = Liquido cefalorraquideo
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DISENO EXPERIMENTAL

Las condiciones de analisis fueron optimizadas a partir de un método

de referencia, el cual establece la determinacion de los aminoacidos
presentes en proteinas/hidrolizados proteicos, via una derivatizacion
precolumna.®® (Apéndice 1) Para el andlisis de aminoacidos en plasma
sanguineo, el proceso de separacion fue optimizado mediante la
modificacion de la metodologia de derivatizacion e inyeccion, gradiente

y composicion de la fase movil B, incluyendo GABA y taurina como

analitos.
Los aminoacidos analizados se muestran en la Tabla 8.

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

trabajo.
Aminoacidos
Aspartato Histidina Alanina Metionina
Glutamato Glicina Taurina Triptéfano
Asparagina Treonina GABA Fenilalanina
Serina Citrulina Tirosina Isoleucina
Glutamina Arginina Valina Leucina

Cada aminoacido fue cuantificado utilizando una curva de calibracion.
Una metodologia fue propuesta para el tratamiento de las muestras de
plasma sanguineo. EI nimero 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.
Pureza Masa Molecular
Reactivo Marca Lote
[96] [g/mol]

Acido L-aspartico >99 133.1 Sigma Aldrich, 042K0056
SigmaUltra (TLC)

Acido L-glutamico Minimo 99 147.13 Sigma Aldrich 015K0015
(TLC)

L-Asparagina Minimo 98 132.12 Sigma Aldrich 061K5407
(TLC)

L-Serina Minimo 99 105.1 Sigma Aldrich 111K0883
(TLC)

L-Glutamina >99 146.15 Sigma Aldrich, 056K0149
ReagentPlus™

L-Histidina >99 155.16 Sigma Aldrich, 026K1627
ReagentPlus™

Glicina Minimo 99 75.07 Sigma Aldrich 122K0035
(TLC)

L-Treonina >98 119.12 Sigma Aldrich, 095K0374
Reagent Grade

L-Citrulina Minimo 98 175.19 Sigma Aldrich 073K2511
(TLC)

L-Arginina >98 174.2 Sigma Aldrich, 105K0036
Reagent Grade

L-Alanina >98 89.09 Sigma Aldrich, 035K0565
Reagent Grade

Taurina 99 125.15 Sigma Aldrich 01528K0O

Acido y-aminobutirico Minimo 99 103.12 Sigma Aldrich 083K0020

L-Tirosina >98 181.19 Sigma Aldrich, 075K0015
Reagent Grade

L-Valina 100 117.15 Sigma Aldrich, Cell 026K0373
Culture Tested,
non-animal source

L-Metionina >98 149.21 Sigma Aldrich, 056K0059
Reagent Grade

L-Triptéfano >98 204.23 Sigma Aldrich, 026K0375
Reagent Grade

L-Fenilalanina >98 165.19 Sigma Aldrich, 075K0097

Reagent Grade
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Tabla 9. Continuacion.

Pureza Masa Molecular
Reactivo Marca Lote
[%0] [g/mol]

L-Isoleucina >98 131.18 Sigma Aldrich, 026K0716
Reagent Grade

L-Leucina >98 131.18 Sigma Aldrich, 045K0387
Reagent Grade

Fosfato dibasico Minimo 99 141.96 Sigma Aldrich, 086K0066

de sodio SigmaUltra

Cloruro de sodio >99.5 58.44 Fluka, BioChemika, 1266100
Ultra (AT)

Cloruro de potasio >99.5 74.56 Fluka, BioChemika, 1195693
Ultra (AT)

Cloruro de calcio >99.5 147.02 Fluka, BioChemika, 1237867

dihidratado Ultra (KT)

Cloruro de magnesio >99.0 203.31 Fluka, BioChemika, 1256069

hexahidratado Ultra (KT)

Bicarbonato de sodio >99.5 84.01 Fluka, BioChemika, 1308058
Ultra (T)

Fosfato monobasico >99.0 156.01 Fluka, BioChemika, 1234415

de sodio dihidratado Ultra (T)

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-ftalaldehido y &cido 3-

mercaptopropionico 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 alicuotas del reactivo OPA colocando 100 pL en insertos de

vidrio con soporte de polimero almacenandolas a 4°C. Cada alicuota se

utiliz6 como maximo por 7 dias.

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 pum.



Disefio Experimental

4.2. Disoluciones

La disolucion Krebs Ringer acidificada (DKRA) fue utilizada como
medio para las diluciones de los estandares y como blanco del estudio,
ya que es isoténica al plasma sanguineo.*’ Fue acidificada para
mantener la estabilidad de los aminoacidos. Fue preparada pesando la
masa necesaria para un volumen final de 250 mL con una concentracion
138 mM de NaCl, 11 mM de KCI, 1.5 de CaCl;, 1 mM de MgCl,, 11 mM
de NaHCO3; y 1 mM de NaH,PO,. Se disolvieron las sales en agua
desionizada, se ajust6 el pH a 3.0 con acido clorhidrico 0.1 M.

La fase movil A consistié en una disolucion 40 mM de fosfato dibasico
de sodio a pH 7.8. La fase movil B se prepar6 mezclando
acetonitrilo:metanol:agua en una proporcion 40:45:10.

Todas las disoluciones fueron filtradas con una membrana de 0.22

pum.

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 vacio (Serie G1379A, no. de inventario 2207592), una
bomba binaria de doble piston y alta presion con camara mezcladora de
disolventes y amortiguador (Serie G1312A, no. de inventario 2207593),
un inyector automatico con muestrador de placa de pocillos (Serie
G1367A, no. de inventario 2211132), un mobdulo 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 manipulacion
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 ChemsStation 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 diametro interno,
150 mm de largo y 3.5 pum de tamarno de particula (Serie USTE001638 y
Lote AAA0632002 para ambas). Para la deteccion, se programé el
detector para excitar a una longitud de onda de 340 nm y medir la
energia emitida por los compuestos fluorescentes a 450 nm. La
temperatura de la columna se estableci6 en 40°C. El flujo y la
aceleracién de la bomba fueron de 1.000 mL/min y 100.00 mL/min?,
respectivamente.

El gradiente y el programa de inyeccion utilizados en las

determinaciones se muestran en el apartado de “Resultados”

4.4. Material Adicional

v' Balanza marca Ohaus, modelo GA200, serie 2580, no. de inventario
874774

v' Parrilla de Agitacion/Calentamiento marca Sybron/Thermolyne Nuova
I, modelo SP18425, serie 30605202, no. de inventario 405714

v' Potencibmetro marca Beckman modelo ® 360, serie 4921, no. de
inventario 02259653, con un electrodo combinado modelo 511275
(lote S712B) sin compensacion automatica de temperatura. Las
mediciones de pH se realizaron previa calibracion con disoluciones
buffer de pH 4, 7y 10

v' Centrifuga marca Eppendorf, modelo 5415C, no. de inventario
1483080

v' Sonicador marca Bransonic Ultrasonic Cleaner, modelo 2510R-MT no.
de inventario 2215356.

v' Sistema de filtracion 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 didmetro de la marca Millipore de 0.22 pm de tamario
de poro

v Filtros de jeringa GHP Acrodisc 25 mm 0.45 pm GHP membrane,
certificado HPLC

v" Micropipetas marca Biohit Proline de 2-20, 20-200 y 100-1000 pL

NOTA:
Todo el material de vidrio y las espatulas fueron lavados con Extran
alcalino MAO1, perfectamente enjuagados con agua municipal y con

agua del sistema Millipore, y esterilizados.

5. Metodologia
5.1. Programa de Inyeccion

El programa de inyeccion 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 investigacion
(Laboratorio del Dr. Keith M. Kendrick, Dr. Carlos de la Riva y Dra.
Rosalinda Guevara Guzman) han utilizado 5 pL de muestra para la
determinacion plasmatica de aminoacidos, catecolaminas y acetilcolina.
En este trabajo se adecud el sistema de HPLC para utilizar ese mismo
volumen en lugar del que recomienda la compafia Agilent (0.5 pL).

El volumen de inyeccion total del método de referencia es de 36 pL.
No se modificé la cantidad de buffer utilizado ni la del reactivo OPA.
Como no fueron analizaron aminoéacidos secundarios, no fue utilizado el
reactivo FMOC. Fue considerado el mismo volumen final de inyeccion
(36 uL) que en el método de referencia por lo que la cantidad de agua
se modificd, de 32 pL a 28 uL para completar el volumen.

El lavado externo de la aguja con agua fue modificado de una unica
vez a tres veces, con el fin de asegurar la limpieza de la aguja de

compuestos polares solubles en agua y evitar la contaminacién entre
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reactivos. En el caso del lavado unico con acetonitrilo, el método de
referencia lo establece como paso opcional. Se propusieron 2 lavados
con acetonitrilo para eliminar posibles contaminantes de caracter no
polar provenientes de las muestras de plasma y del reactivo OPA, con el
fin de no contaminar el agua del Vial 4 y asi evitar la generacion de
falsos picos.

La velocidad de toma propuesta es de 200 pL/min; se cambié a 50
ML/min ya que se observé falta de reproducibilidad con la primera,
debido a que la aguja tomaba de forma rapida la muestra permitiendo la
entrada de aire a la aguja. Esto debido a la ubicacién de la aguja en los
insertos de plastico 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 elucion fue modificado respecto al método de
referencia al cambiar el porcentaje de fase movil B y el tiempo de
analisis. Para realizar las pruebas de variacion del gradiente se
prepararon disoluciones de concentracion 1 mg/mL de cada aminoacido
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
analisis individual de los aminoéacidos fue realizada una dilucién 1/1000,
colocando 1 pL de cada disolucion 1 mg/mL en un tubo eppendorf de 2
mL agregando 999 pL de DKRA. Para el analisis conjunto se realizo la
misma dilucion 1/1000 mezclando 1 pL de cada disolucion individual de
1 mg/mL y agregando 980 pL de DKRA. Asi, la concentracion final de
cada aminoacido fue de 1000 pg/uL. Esta disoluciéon fue utilizada para
evaluar las pruebas del gradiente y la fase movil.

Como consecuencia de la modificacion del gradiente, aumenté el

tiempo de andlisis. En el gradiente del método de referencia, fue de 26
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minutos y los ultimos 2.8 minutos fueron de regeneracién del porcentaje
inicial. En el gradiente final, el tiempo de analisis fue de 30 minutos con
2.9 minutos de regeneracion. Sumando a los 3 minutos que tarda el
automuestrador en realizar los movimientos de las aguja, y que ademas
se programoé a la bomba para esperar otros 3 minutos después de

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

5.3. Composicion de la Fase Movil B.

La proporcion de acetonitrilo fue modificada del método de
referencia. De manera que, de una proporcibn 45:45:10 de
acetonitrilo:metanol:agua, se utilizé 40:45:10 para el analisis de las
muestras. Esto se realiz6 para aumentar la polaridad de la fase y asi

conseguir un aumento del tiempo de retencion de los compuestos.

5.4. Curva de Calibracién

El método de estandar externo fue utilizado para la realizacién de la
curva de calibracion de los aminoacidos. Fueron preparadas soluciones
individuales de concentracion 10 mM. Después, todos los aminoacidos
fueron mezclados en una misma disolucién de concentracion aproximada
de 200 pM, para cada uno. Posteriormente, se realizaron diluciones
hasta llegar a la concentracion de 0.0009 pM. Las concentraciones
inyectadas al sistema de HPLC fueron desde 0.0009 hasta 200 pM. A
continuacion se describe el proceso para la preparacion de la curva de

calibracion. (Apéndice 2)

1. Pesar, en un vaso de precipitados de 10 mL, la masa para preparar
10 mL de una disolucion 10 mM de cada aminoacido.

2. Disolver con HCI 0.1 M y trasvasar a un matraz aforado de 10 mL,
realizando varios lavados del vaso

NOTA: Glutamina se disuelve con agua



Disefio Experimental

3. Sumergir en un bafio sénico durante 1-2 minutos

4. Realizar una mezcla y dilucion 1/50 con DKRA, colocando 200 pL de
cada disolucion del paso 2 en un matraz de 10 mL (disoluciéon 200
MM, denominada “disolucion madre”)

5. Colocar 800 pL de la disolucion anterior un tubo eppendorf y anadir
80 pL de DKRA (disolucion 181.8 uM)

6. Colocar 600 pL de la disolucion anterior un tubo eppendorf y afadir
300 pL de DKRA (disolucion 121.2 pM)

7. Realizar diluciones seriadas 1/2, tomando 500 pL y agregando 500 pL
de DKRA, hasta llegar a una concentraciéon de 0.0009 uM

La disolucion inicial de los estandares en acido clorhidrico 0.1 M fue
tomada de Frank y Powers?®®, debido a que las disoluciones de
aminoacidos son estables a pH bajo, exceptuando para glutamina, que
presenta una mayor estabilidad en agua.*® Asi mismo, Tcherkas vy
colaboradores reportan la preparacion de disoluciones estandares de la

curva de calibracién a partir de una concentracién 200 pM.*°

5.5. Tratamiento de las Muestras de Plasma.

El tratamiento de las muestras de plasma consistié en la extraccion
de sangre venosa en un tubo con EDTA como agente anticoagulante,
obteniendo asi el plasma. Este fue deproteinizado con la utilizacion de
acetonitrilo. Posteriormente, la muestra fue centrifugada para evitar un
bloqueo en la columna, lo que se traduciria en un aumento de la presion
del sistema y la posibilidad de interferir en las determinaciones. El

tratamiento se realiz6 de la siguiente manera:

1. Extraer 4 mL de sangre en tubo con K;EDTA

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

4. Mezclar 200 pL de plasma con 200 pL 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
pHm

7. Realizar una dilucion 1/20 tomando 10 pL y afadiendo 190 pL de
DKRA

8. Inyectar esta disolucion al sistema de HPLC via programa de

inyeccion en automuestrador

5.6. Analisis de Aminoacidos 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 Enfermeria y
Obstetricia de la UNAM, la Dra. Carmen Cruz Revilla y la Dra. Monica
Beatriz Aburto Arciniega, de la Facultad de Medicina, en colaboracion
con la Dra. Rosalinda Guevara Guzman como parte del Macroproyecto
de la Facultad de Medicina “Nuevas Estrategias Epidemioldgicas,
Protedmicas y Gendémicas en Salud Publica” en la linea de investigacion
“Enfermedades Neurodegenerativas”. Los sujetos en estudio contaban
con historia clinica.

Los controles, adultos mayores, tuvieron los siguientes parametros
de inclusion: resultado de la Prueba Miniexploracion del Estado Mental >
24, sin depresion, demencia vascular, enfermedad vascular cerebral,
diabetes mellitus, hipertension y traumatismos craneoencefalicos. Los
pacientes con DTA tuvieron un resultado de la Miniexploracion del

Estado Mental < 23.
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Una mezcla de aminoacidos a una concentracion 1.8 uM, obtenida a
partir de la curva de calibracion, fue utilizada para corroborar el tiempo
de retencion. Las muestras fueron analizadas en diferentes dias debido
al analisis de aminoacidos en otras patologias como parte del
Macroproyecto.

Ademas de los aminoacidos, se reportan algunos indices que reflejan
el comportamiento de los aminoéacidos en sistemas bioldgicos asi como
el porcentaje de cada aminoacido relativo a la concentracion total de

ellos, sin incluir alanina y taurina.

5.7. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico 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
distribucion normal (tipo gaussiana), debido a que de este resultado
depende la prueba estadistica a utilizar (analisis paramétrico, cuando los
datos se comportan de forma gaussiana 0 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 asi
la comparacion 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 indicé que la
varianza es heterogénea y por consiguiente se tomo el valor

correspondiente a esta prueba en el analisis por t.
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6. Resultados
6.1. Programa de Inyeccion

El programa de inyeccidn propuesto en este trabajo (Tabla 10)
presenta cambios, respecto al método de referencia, en la cantidad de
muestra utilizada (5 pL, en lugar de 0.5 uL), cantidad de agua (28 pL,
en lugar de 32 pL). Lo anterior fue realizado para detectar, en un mayor
volumen, a los aminoacidos presentes en las muestras, conservando el
mismo volumen final de inyeccidn propuesto por el método de referencia
(36 pL). Como se establece en el apartado “Diseio Experimental, 5.1
Programa de Inyeccion”, pag. 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 inyeccion utilizado para el analisis de las

muestras.

Numero Accion Cantidad Ubicacion Contiene

1 Tomar 2.5 uL Vial 1 Buffer de borato

2 Tomar 5.0 uL Cualquiera de los platos Muestra

3 Mezclar 7.5 uL Loop -
(2 veces)
Esperar 0.50 min  --- -
Tomar 0.0 uL Vial 2 Agua, para lavado
(3 veces) externo de aguja

6 Tomar 0.5 uL Vial 3 Reactivo OPA
Mezclar 8.0 uL Loop ---
(6 veces)

8 Tomar 0.0 puL Vial 2 Agua, para lavado
(2 veces) externo de aguja

9 Tomar 0.0 uL Vial 5 Acetonitrilo, para
(2 veces) lavado externo de

aguja
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Tabla 10. Continuacioén.

Numero Accion Cantidad Ubicacion Contiene
10 Tomar 28.0 uL Vial 4 Agua
11 Mezclar 18.0 uL Loop -—
(2 veces)
12 Inyectar 36 ulL Loop Mezcla de reaccion

6.2. Gradiente

El gradiente del método de referencia (Figura 12) consta de una
meseta inicial de 0% de fase movil B seguida de un incremento lineal,
para llegar al 100% se manera subita, y posterior regeneracion de la
condicion inicial. En fase reversa, dado que la fase movil A es de
caracter polar, y la B, de caracter no polar, el incremento en esta ultima
disminuye la polaridad de la fase movil promoviendo la elucion de los
compuestos. La regeneracion al 0% tiene como fin realizar un nuevo
analisis 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 retencidon (aspartato y glutamato, por la carga
negativa del grupo carboxilo al pH de la fase mévil A). Los analitos no
polares son forzados a salir de la columna a incrementar el % de fase
movil B. Asi mismo, la meseta de 100% tiene como fin acarrear a los
compuestos no polares presentes en las muestras para que asi no haya

coelucidon de muestra a muestra en los analisis.
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Figura 12. Gradiente establecido por el método de referencia.*®

_ 100
Tiempo 206 de Fase

[min] Movil B m 80
0.00 0.0 S

O
1.90 0.0 s 60
18.10 57.0 Q

8 40 “
18.60 100.0 L

o
22.30 100.0 > 20 ,/
23.20 0.0 -~
26.00 0.0 0

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo [min]

En el analisis individual (Figura 13), se observa que los picos de
aspartato y glutamato no presentan ninguna coelucién. Asparagina y
serina se encuentran muy cercanos entre si; los mismo que glutamina,
histidina, glicina, treonina, citrulina y arginina. También alanina, taurina
y GABA coeluyen, difiriendo muy poco en el tiempo de retencién. Valina
y metionina y, fenilalanina e isoleucina, también tienen tiempos de

retencidon muy cercanos.

Figura 13. Analisis individual de los aminoacidos en estudio bajo el

método de referencia.*®
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En el analisis 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. Andalisis conjunto de los aminoéacidos en estudio bajo el

método de referencia.*®
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La primera modificacién al gradiente (Figura 15) consistié en afadir
meseta al 10% al inicio y modificar la pendiente del incremento
constante del gradiente. Asi, se disminuyd el tiempo de retencion de los
aminoacidos posteriores a glutamato, observando que se mejord la
separacion de asparagina, serina, glutamina, histidina, glicina, treonina,
citrulina y arginina. Pero, desde alanina hasta isoleucina, se juntaron
mas los picos, al grado de no poder diferenciar entre varios de ellos. La
elucion de aspartato no fue modificada y la de glutamato varid

ligeramente, disminuyendo el tiempo de retencidn.
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Figura 15. Primera modificacion al gradiente del método de

referencia.*®
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En la segunda modificacion (Figura 16), la meseta de 10% fue
extendida hasta el minuto 7 (tiempo en que detectaba arginina en la
primera modificacion). Esto con el fin de mejorar la separacion de los
picos desde asparagina hasta arginina. El incremento constante hasta
70% no fue modificado, por lo que no se obtuvo una buena separacion

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

referencia.*®
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En la tercera modificacion (Figura 17), la meseta del 10% fue
ampliada del minuto 7 al 8, para mejorar la separacion de alanina,
taurina y GABA. Como la meseta que existe entre el 0 y 10% es igual a
la segunda modificacion (Figura 16), no hubo diferencia en la separacion
desde aspartato hasta arginina. En esta variacion del gradiente, el
incremento al 70% fue modificado en tiempo y porcentaje. Lo anterior

aumentdé los tiempos de retencion de los analitos desde alanina,
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mejorando su separacion; aunque fenilalanina e isoleucina permanecen
juntos. Se obtuvo una mejoria en la separacion de GABA respecto a

alanina y taurina.

Figura 17. Tercera modificaciobn al gradiente del método de

referencia.*®
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El gradiente utilizado para el andlisis de plasma sanguineo (Figura
18) proporciond una gran mejoria en la separacion de todos los analitos,
exceptuando para alanina y taurina, en comparacion al gradiente del
método de referencia (Figura 12 y Figura 14) La modificacion del
incremento constante de 50% a 35% mostré una mejoria en la
separacion de los ultimos 5 aminoéacidos. Con este gradiente no se pudo

separar alanina y taurina.

Figura 18. Gradiente utilizado para la determinacion de aminoacidos en

plasma sanguineo.
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La separacion de los picos fue medida cuantitativamente con el
parametro cromatografico resolucién, el cual fue determinado para el
gradiente del método de referencia y para el gradiente utilizado (Tabla
11). Los cambios en la resolucion de GABA y metionina fueron los mas
sobresalientes. La mayoria de los aminoacidos presentaron un aumento

en la resolucioén.

Tabla 11. Resolucion de cada par de aminoacidos consecutivos para el
gradiente establecido por el método de referencia y el gradiente

utilizado en las muestras sanguineas.

Método de Referencia Gradiente utilizado
Tiempo . Tiempo .
Aminoacido e il Resolucion™ e Bl Resolucion™
retenciéon [min] retencion [min]
[min] [min]
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-Triptéfano 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

Sélo se resaltan los aminoacidos en que la resolucién cambié de un valor menor de 1.0 a mayor
de 1.5.

* Wh = Ancho del pico a la mitad de la altura.

** Resolucién calculada respecto al pico anterior. Ver Apéndice 3.
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La Figura 19 muestra un resumen de la evolucion del gradiente en la

dos, mostrando el gradiente establecido por

aci

de los amino

-z

separacion

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

imagen se facilita observar la mejoria en la separacion que se obtuvo en

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

las condiciones experimentales utilizadas (como fase movil, columna y

gradiente) no permitieron separarlos.

Figura 19. Evolucién del gradiente en la separacion de los analitos.
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6.3. Composicion de la Fase Movil B.

Al modificar la composicion de la fase movil B, de 45:45:10 a

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

modificacion en los tiempos de retencién de los analitos, prevaleciendo

inea base

la |

7z

, Se consiguié que

desde tirosina hasta leucina. De hecho

los

la mayoria de

cromatograma en

a la base del

llegara casi

idos (Figura 20).

aminoaci

7z
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Figura 20. Modificacion a la composicion de la fase movil B.
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6.4. Curva de Calibracion.
En la Tabla 12 se indica la masa pesada de cada aminoacido para la
curva de calibracion, asi como la concentracion real de la disolucion

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

cabo los calculos.
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Tabla 12. Masa pesada de cada aminoacido para la curva de calibraciéon

y concentracion real de la disolucion madre.

Masa Masa .
PN Pureza I SN Concentracion Real de la
[96] Disoluciéon Madre [uM]
[g/mol] [e]]

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-Tript6fano 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 correccidon por porcentaje de pureza

Para cada aminoacido fue obtenido un intervalo de linealidad

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

para cada amino&cido.

Intervalo de

Aminoacido Linealidad R
[uM]

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-Triptéfano 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 calibracién de citrulina.
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Figura 21. Curva de calibracion de citrulina.
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6.5. Analisis de Aminoacidos en Sujetos Controles y Pacientes

con Demencia Tipo Alzheimer

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

diagndéstico clinico de DTA traslapado con un estandar de concentracion

1.8 uM. Se observa que aspartato y GABA son los aminoacidos que se

encuentran en menor concentracion. Por otro lado, los aminoacidos

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

DTA (color rojo) traslapado con un estandar de concentracion 1.8 uM de

cada aminoacido (color azul).
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Los resultados de los niveles de aminoacidos se muestran en la Tabla
14. Existe diferencia estadisticamente significativa al comparar los
resultados de la prueba de Miniexploraciéon del Estado Mental indicando
la presencia de demencia en los pacientes con DTA.

Los niveles de histidina son significativamente elevados y, el indice
GABA/glutamato, asparagina% y glutamina%o, disminuidos.

Al realizar las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene se obtuvo
que todos los parametros determinados tuvieron un comportamiento
normal y, la mayoria, varianzas homogéneas, por lo que se utilizé la

prueba de t de Student para muestras independientes para el analisis

estadistico.
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Tabla 14. Pardmetros determinados en los sujetos controles y en pacientes con DTA.

Adultos Mayores DTA*
Parametro p de p de pdet
N Promedio D.E.? E.E. Kolmogorov- N Promedio D.E.? E.E. Kolmogorov- p de de
Smirnov Smirnov Levene Student
Edad 10 73.000 10.781 3.409 0.443 6 77.500 9.628 3.931 0.906 0.487 0.415
Miniexploracion® 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
Triptéfano 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
GIn / 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 / LNAA® 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
Esenciales® 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 pagina 63
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Tabla 14. Continuacion.

Adultos Mayores DTA*
Parametro p de p de pdet
N  Promedio D.E.7 E.E.” Kolmogorov- N Promedio D.E.7 E.E." Kolmogorov- p de de
Smirnov Smirnov Levene Student
No Esenciales’ 10 1169.289 221.303 69.982 0.874 6 1199.349 208.544 85.138 0.920 0.994 0.792
Totales® 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
BCAA" 10 352.902 65.005 20.556 0.790 6 384.695 111.547 45.539 0.998 0.179 0.479
Basicos' 10 113.922 22.621 7.153 0.923 6 128.547 18.729 7.646 0.953 0.722 0.205
Acidos’ 10 50.858 14.364 4.542 0.822 6 129.828 175.819 71.778 0.380 0.012 0.322
Aroméaticos” 10 149.424 32.737 10.352 0.868 6 170.675 45.620 18.624 0.892 0.667 0.295
BCAA / Aromaticos 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
GIn % 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
lle % 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 pagina 63
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NOTAS.

* DTA = Demencia tipo Alzheimer

a

b

(¢]

D.E. = Desviacion estandar

E.E. = Error estandar

Miniexploracion = Resultado de la prueba de Miniexploracion del
Estado Mental

LNAA = Aminoacidos largos neutros

Suma de los aminoacidos histidina, treonina, valina, metionina,
triptéfano, fenilalanina, isoleucina y leucina

Suma de los aminoacidos aspartato, glutamato, asparagina, serina,
glutamina, glicina, citrulina, arginina y tirosina

Suma de esenciales y no esenciales mas GABA

BCAA = Aminoacidos de cadena ramificada

Basicos = Suma de arginina e histidina

Acidos = Suma de aspartato y glutamato

Aromaticos = Suma de tirosina, triptdéfano y fenilalanina
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DISCUSION

En este trabajo se determind la concentracion de aminoacidos libres
en plasma sanguineo por HPLC en sujetos sanos, que formaron el grupo
control, y pacientes con diagnostico clinico de DTA. Fueron realizadas
modificaciones al programa de inyeccidon, gradiente y fase moévil en el
método de referencia de la compafia Agilent, el cual estd enfocado a
determinar aminoacidos presentes en proteinas/hidrolizados proteicos.
Este trabajé forma parte del Macroproyecto de la Facultad de Medicina
“Nuevas Estrategias Epidemioldgicas, Proteémicas y Gendmicas en
Salud Publica”, en la linea de investigacion “Enfermedades
Neurodegenerativas”, a cargo de la Dra. Rosalinda Guevara Guzman. En
este trabajo fueron incluidos GABA y taurina como parte de los
aminoacidos en estudio dado que el primero ha presentado variaciones

en tejido cerebral y plasma en la DTA*"*> 0

, ademas de poseer
importancia considerable por su papel de neurotransmisor. También, se
ha visto implicado al aminoacido taurina en esta demencia, mostrando
una disminucién de los niveles en pacientes con sintomas avanzados de
la DTA®!, ya que es uno de los aminoacidos mas abundantes en el
sistema nervioso central y tiene un papel importante en procesos
fisiol6gicos como osmoregulacion, neuroproteccién y neuromodulacién.>?
Con la técnica utilizada no se pudo separar alanina y taurina. Las
posibles soluciones serian optimizar otros parametros cromatograficos,
como la cantidad de sales y el pH de la fase moévil acuosa, nuevas
modificaciones a la fase mévil organica y temperatura de la columna o,
en su defecto, la utilizacion de columnas diferentes, como de
intercambio idénico con una derivatizacidon postcolumna, en la que los
aminoacidos son separados en primera instancia. A su vez, solo se pudo

determinar la concentracion 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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amplificacion 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 reaccibn de derivatizacion e
inyeccion de las muestras permite disminuir errores significativos en la
cuantificacion de los analitos, lo que favorecio en este trabajo el uso del
mismo. en La utilizacion de un procedimiento automéatico elimina los
errores humanos que podrian ocurrir en una derivatizacion manual;

aumenta la precision del tiempo de reaccion y el volumen de inyeccion.

Referente a la optimizacion de la metodologia, las modificaciones al
programa de inyeccion (Tabla 10, pag. 46) permitieron asegurar la
limpieza de la aguja de inyeccion al aumentar los lavados de la misma.
Los lavados propuestos con acetonitrilo y agua previenen de la
contaminacion entre muestras y la generacion de falsos picos y por ende
de errOneas cuantificaciones. La disminucion de la velocidad de toma
(de 200 a 50 pL/min) permiti6 aumentar la reproducibilidad entre los

estandares analizados.

El analisis individual de los aminoacidos (Figura 13, pag. 48) permitio
identificar cada una de las sefales generadas por los aminoacidos, que
fue de vital importancia para reconocer los traslapes presentados en el

andlisis conjunto (Figura 14, pag. 49).

La optimizaciéon al gradiente del método de referencia mejord la
separacion de varios aminoacidos, entre ellos GABA (Figura 15 a Figura
19, pags. 50 a 55). EI cambio en las resoluciones de mayor
consideracion corresponde a GABA y metionina (Tabla 11, pag. 54).

Para ellos, con esta metodologia, 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%.'' La
resolucion para todos los picos, excepto para alanina y taurina, en el
gradiente utilizado, es mayor a 1.0, en donde el traslape de las areas es
cercano al 4%*" En vista de que alanina y taurina tienen corto grado de

separacion (resolucion de 0.57), no fueron cuantificados en este trabajo.

En este trabajo, la modificacién de la composicion de la fase movil B
(Figura 20, pag. 56) soOlo permitio aumentar de forma ligera el tiempo
de retencion de los aminoacidos pero no mejord la separacion de los
mismos. Las posibles soluciones a esto seria modificar el porcentaje de
disolvente organico en la fase movil B o cambiar la composicion de sales
en la fase movil A, para asi mejorar la separacion de los analitos con el

gradiente utilizado.

Con la optimizacion de la metodologia, se pudieron cuantificar 18
aminoacidos en plasma sanguineo, incluyendo a GABA (Figura 22, pag.
60). A pesar de que varios autores han reportado la cuantificacion de

453,54 existen diferencias relacionadas

aminoacidos en fluidos bioldgicos,
a la metodologia empleada, como en el uso de otras fases moviles,
columnas y reactivos derivatizantes. Asi, algunos investigadores han
publicado en la literatura el andlisis de aminoacidos con el mismo
sistema cromatografico y misma columna que se utilizé en este trabajo.
Por ejemplo, Bartolomeo y Maisano®® no determinaron GABA y taurina,
por lo que no reportan problemas de coelucién; Schwarz y colabs.>®
publicaron la necesidad de analizar por duplicado muestras de plasma
con distinta fase movil ya que no lograron separar todos los aminoéacidos

en su estudio. Cabe mencionar que ellos tampoco determinaron GABA.
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Con el uso de acetonitrilo como agente precipitante, no se observo
alguna interferencia de este disolvente en la determinacion de los
aminoacidos. Relativo a los diferentes métodos de deproteinizacion de
muestras fisiolégicas, Davey y Ersseer®’ publicaron que la precipitacion
de proteinas con acetonitrilo fue la forma méas adecuada para el
tratamiento de las muestras de plasma y liquido amnidtico. Sin
embargo, existen ventajas y desventajas del uso de disolventes
organicos y éacidos: con el uso de &cido tricloroacético y acido
sulfosalicilico se han reportado una baja recuperaciéon de triptéfano, este
ultimo puede interferir en la eluciéon de aspartato y glutamato y con el
uso de acetonitrilo se ha reportado una disminuida deteccion de ciertos

aminoéacidos como glicina y arginina.?®

Los niveles de aminoacidos plasmaticos encontrados en el grupo
control (Tabla 14, pags. 61-62) son semejantes a los reportados en la
literatura.*#% %859 Existe una gran controversia sobre las diferencias
encontradas de aminoacidos libres en pacientes con DTA. Esto puede
deberse por diferencias en las técnicas utilizadas (intercambio i6nico o
fase reversa) muestras analizadas (tejido cerebral, liquido
cefalorraquideo o plasma) o en sujetos vivos o post mértem. 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;®*** lo mismo ocurre con
histamina. ®® La degradacién de histidina conlleva a la formacién de
glutamato. Por otro lado, su descarboxilacion forma histamina, que
posee propiedades vasodilatadores y esta relacionada con procesos
alérgicos, ademas de ser un neurotransmisor.! Glutamato y aspartato
ademas de GABA vy glicina tienen un especial interés por ser

neurotransmisores excitadores e inhibidores, respectivamente.

Glutamato y aspartato por un lado, pueden aumentar la funcion
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cognitiva y mejorar la memoria, pero una estimulacion excesiva esta
relacionada con dafio cerebral por excitotoxicidad.®* También se ha visto
una disminucion de las funciones noradrenérgica, GABA-érgica Yy
serotoninérgica ademas de una pérdida de neuronas monoaminérgicas y
de las colinérgicas en el encéfalo en esta demencia.?* Esto explicaria que
el indice GABA/glutamato se encontrara disminuido, como una medida
indirecta de la elevada variacion de los niveles de glutamato y la
reduccion 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.?*"** Desafortunadamente en sélo 3
individuos, de una poblacién total de 6, con diagnéstico clinico de DTA,
se cuantific6 GABA, por lo que no se puede concluir sobre una posible
variacion de este aminoéacido, 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 concentracion y por ende la de glutamato y la de
histamina.®® Porcentualmente, los valores de asparagina y glutamina
presentaron diferencia significativa, pero su interpretacion requiere de
mucho cuidado, por la cantidad de sujetos con DTA estudiados y su
significado. Estos aminoacidos provienen del metabolismo de glutamato,
por lo que la disminucién de asparagina implicaria un aumento de los
niveles de aspartato y disminucion de los valores de glutamato. La
reduccion de los niveles de glutamina resultaria de un aumento de los

valores de glutamato.
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No se encontraron diferencias significativas en los valores de
triptéfano ni en los indices Trp/LNNA y Tyr/LNNA, lo cual no concuerda
con lo reportado en la literatura. Los niveles de triptéfano en el plasma
de pacientes con DTA pueden resultar de una disminuida sintesis de
serotonina. Los indices Trp/LNNA y Tyr/LNNA reflejan la cantidad de
triptéfano y tirosina disponible para la sintesis de serotonina y
catecolaminas, debido a que los LNAA compiten por el transporte a

través de la barrera hematoencefalica.*®

Arginina y citrulina estan relacionados con el estrés oxidativo en la
DTA, ya que al metabolizarse arginina, mediante la enzima 6xido nitrico
sintasa, hay un aumento en los niveles de citrulina y de 6xido nitrico®
Sin embargo, en este trabajo no se encontré diferencia de estos

aminoacidos en sujetos con DTA.

Los niveles de aspartato, glutamato, GABA, arginina y citrulina no
presentaron diferencias estadisticamente significativas, probablemente
debido a la cantidad de sujetos analizados. Desafortunadamente el
numero de individuos en el estudio (10 sujetos controles y 6 pacientes
con DTA) fue bajo, por lo que se recomienda aumentar el numero de

individuos para fortalecer el analisis estadistico.
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CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de
histidina y el indice GABA/glutamato en pacientes con DTA, comparados
con sujetos controles, al analizar las concentraciones de aminoacidos en
plasma sanguineo por HPLC. La falta de significancia (p>0.05) en los
niveles de glutamato, GABA, aspartato, citrulina y arginina puede
explicarse por el reducido nimero de muestras analizadas, por lo que se
intentard continuar el estudio para obtener resultados mas
concluyentes.

La optimizacion de la metodologia del programa de inyeccion,
gradiente y fase movil permitié la deteccion y cuantificacion de 18
aminoacidos plasmaticos, entre ellos GABA. No fue posible, con el
método utilizado en este trabajo, separar los aminoacidos alanina y
taurina por lo que se propone realizar nuevas modificaciones al método
de referencia o incluso cambiar de técnica a intercambio idnico ya que
también en esta dUdltima se ha reportado la determinacién de

aminoacidos en fluidos biolégicos.
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APENDICE

Apéndice 1. Método de referencia para la determinacion de

aminoacidos.
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OPA Reagent:

Agilent PN 5061-3335

Pipette 100-uL aliquots of the 1-mL
OPA reagent into conical inserts,
cap immediately and refrigerate
(4°C); solution is useable for 7 - 10
days, maximum, after dispensing.

Water: Deionized, HPLC grade

See Ordering Information for
descriptions and part numbers.

SAMPLE PREPARATION

Note: Each reagent vial should be
replaced every day. Each 1 mL
ampoule of reagent contains
sufficient solution to last about ten
days (1000 nL/100 pl = 10 days).

Amino Acid Mix for Chromato-
graphic Comparisons

For chromatographic analyses, 17
amino acids from the 250 pmol/uL
standard mix (PN: 5061-3331), plus
citrulline and the 6 supplemental
amino acids, were combined at a
concentration of approximately
250 pmol/nL. The mixture was
prepared by combining the two
stock solutions described below.
Add 1 L of the supplemental
amino acid stock solution to a
fresh aliquot of the 250-pmole
standard (100jL) in the conical
vial insert. Mix using a vortex
mixer to complete the 24-compo-
nent standard ready for injection
(250 pmol/L).

250 pmole standard:

Divide 1 mL ampoule of 250pmol/
uL amino acids (PN 5061-3331)
into 100 L portions in conical
vial inserts, cap and refrigerate
aliquots at 4°C.

Supplemental amino acid stock
solution:

Weigh about 0.25 mmoles of each
auxiliary amino acid (gln, asn, trp,
nva, hyp, sar) from kit (PN 5062-
2478) into a 20-mL vial. Add 5 mL
deionized water and sonicate in a

hot water bath until dissolved.
Add another 5 mL water to
complete dilution. Store in refrig-
erator (4°C). Citrulline (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO) was
added in this mix at the same
concentration.

For storage, do not combine
supplemental amino acids with
amino acid standards. Some of
these supplemental amino acids
degrade in HCI (especially
glutamine, and to a lesser extent,
asparagine).

Amino Acid Mix for Calibration
Curves

For the construction of calibration
curves, 17 amino acids, plus the 4
extended amino acids, are com-
bined at various concentrations
with fixed amounts of internal
standards. The internal standards
(ISTD) (norvaline and sarcosine)
are part of the supplemental amino
acid kit (PN: 56062-2478). The
remaining amino acids in this kit
(gln, asn, trp, hyp) form the
extended amino acids (EAA). To
make the appropriate solutions,
refer to Tables 3 and 4 for low and
high sensitivity standards, respec-
tively.

Amino acid standards (10 pmol/uL

to Inmol/nL):

Divide each 1 mL ampoule of
standards PN 5061-3330 through
5061-3334) into 100 L portions in
conical vial inserts, cap and
refrigerate aliquots at 4°C. Calibra-
tion curves may be made using
from 2 to 5 standards, depending
on experimental need.

Extended amino acid (EAA) stock
solution:

This solution is made using four of
the six amino acids in the supple-
mental amino acid kit (PN: 5062-
2478). For use with low-sensitivity
standards (Table 3), make a 25-mL

solution containing 18 nmol/uL of
glutamine, asparagine, tryptophan,
and 4-hydroxy-proline in deionized
water. Sonicate the solution until
dissolved. Store the solution
refrigerated at 4°C. For use with
high-sensitivity standards (Table
4), make a 1.8 nmol/ L solution by
diluting 5 mL of the 18 nmol/nL
standard with 45 mL deionized
H,O.

These solutions are made using
two of the six amino acids in the
supplemental amino acid kit (PN:
5062-2478). For use with low-
sensitivity standards (Table 3),
make a 25-mL solution containing
10 nmol/nL of norvaline and
sarcosine in deionized water.
Sonicate the solution until dis-
solved. Store in refrigerator (4°C).
For use with high-sensitivity
standards (Table 4), make a

1 nmol/nL solution by diluting

5 mL of the 10 nmol/uL standard
with 45 mL deionized H,0. Store in
refrigerator (4°C).

ADDITIONAL SUPPORT

User-contributed Chemstation
Method files for each column type,
written documentation, as well as
an amino acid report and macro,
are available by download via the
Agilent web site at
www.agilent.com/chem, under
“Technical Support” / “User Con-
tributed Software”.
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Table 3: Preparation of Low-Sensitivity Amino Acid Standard Solutions.
Prepare the three low-sensitivity standards by mixing together stock
solutions in the volumes shown.

Concentration of Final AA Solutions (pmol/uL)

900 225 90
Take 5 mL 18 nmol EAA 5mL 5mL 5mL
Dilute with 0. 1NHCI — 15mL 45mL
Diluted EAA mix 5mL 20mL 50mL
Take 5 mL diluted EAA mix 5mL 5mL 5mL
Add 10 nmol ISTD solution 5mL 5ml 5mL
EAA-ISTD mix 10mL 10mL 10mL
Take 100 nL EAA-ISTD mix 100pL 1000L 100uL
Add 1000 pmol AA standard 9001L — —
Add 250 pmol AA standard — 900uL —
Add 100 pmol AA standard — — 9001L
Final AA Solution with
EAA and 500 pmol/uL ISTD 1mL 1 mL 1mL

Table 4: Preparation of High-Sensitivity Amino Acid Standard Solutions.
Prepare the three high-sensitivity standards by mixing together stock
solutions in the volumes shown.

Concentration of Final AA Solutions (pmol/uL)

90 22.5 9
Take 5 mL 1.8 nmol EAA 5mL 5mL 5mlL
Dilute with 0. 1INHCI — 15mL 45mlL
Diluted EAA mix 5mL 20mL 50mL
Take 5 mL diluted EAA mix 5mL 5mL 5mlL
Add 1 nmol ISTD solution 5mlL 5mlL 5mlL
EAA-ISTD mix 10mL 10 mL 10 mL
Take 100uL EAA-ISTD mix 100y 100pL 100yl
Add 100 pmol AA standard 900)L — —
Add 25 pmol AA standard — 900nL —
Add 10 pmol AA standard — — 9001L

Final AA Solution with
EAA and 50 pmol/uL ISTD 1mL 1mL 1mL
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Apéndice 2. Ejemplo de célculo de las disoluciones de la curva de
calibracion.

Para asparagina:

Masa pesada = 0.0133 g

(o)
M — m 0.0133g _ 0.0101 moIX 98% _ 0.00987 mol
MM V ( L

(0]
132.129jo.01|_ L 100%

mol

3
0.00987 mLO' 10" mmol _ 4 o mmol

1 mol

=9.87 mM

3
mmol ~ 200puL O_197mmoIX10 pmol _197 pmol

9.87 X =
L 10 000 pL L 1 mmol

=197 pM

197 uM x SOOHE _ 179 imx 8OOKL _ 150 M
880 L

500 UL _gg g x 500 HL

120 uM x = —.
1000 pL 1000 pL

..=0.000912 pM

Apéndice 3. Parametros cromatograficos: Resolucion.%*

Para definir numéricamente el grado o capacidad de separacion
existente entre dos analitos se emplea la resolucién. Se calcula de la
siguiente manera:

AZ 1.18AZ

Re solucién = =
Bpr WhA + WhB

Donde:

AZ = Diferencia de los tiempos de retencién de los picos
Wsgpr = Promedio de la anchura del pico en la base

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

Whs = 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 resoluciéon de 1.5.
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