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ABSTRACT. Normal ranges of amino acids in urine and plasma obtained
through separation and quantification of their N-trifluoracetylbutylesther
derivatives by gas chromatography are reported. Some illustrative examples
of the application of this method in investigations of inborn error of metabo-
lism are presented and briefly discussed. ’

RESUMEN. Se reportan los rangos normales de aminoacidos en orina y plas-

" ma obtenidos mediante la separacién y cuantificacién de sus derivados éste-

res butilicos N-trifluoracetilados por cromatografia gaseosa. Se presentan
brevemente algunos ejemplos de la técnica en investigaciones sobre efrores
congénitos del metabolismo.

INTRODUCCION

En general, el andlisis de-aminoécidos no puede llevarse a
cabo sin el empleo de técnicas cromatograficas. (1) Desde hace
més de 3 décadas, muchos investigadores han trabajado ardua-
mente en el desarrolio y perfeccionamiento de técnicas para la
determinacién  cuantitativa de aminoicidos en materiales
biolégicos. Esos estudios han sido de gran interés en el campo de
la bioquimica, la nutricién, las ciencias médicas, la bacteriologia y
muchos otros. La importancia creciente que presentan los estudios
sobre aminoécidos y proteinas en investigaciones biogquimicas ha
traido consigo fa necesidad y, por tanto, la demanda de desarrollar
anélisis de aminoéacidos rapidos, precisos y sensibles. (2)

Hasta hace muy poco tiempo, se aceptaba generalmente
que la mejor via de analisis de aminoAcidos era la cromatografia de
intercambio i6nico, usando un analizador de aminoAcidos. Sin em-
bargo, a pesar del alto grado de desarrollo alcanzado en estos equi-
pos, este método presenta las desventajas inherentes de requerir
altos gastos iniciales y costos considerables de las corridas; sus
aplicaciones son, ademas, muy limitadas, practicamente sélo en el
anélisis de aminoAcidos. (3) Esta es la raz6n fundamental de que
muchos investigadores hayan adoptado como procedimiento alter-
nativo el método de la cromatografia gaseosa (CGL), a pesar de no
ser los aminoé&cidos lo suficientemente volatiles para permitir su
andlisis directo y deben convertirse en derivados menos polares y
més volétiles. (4) Las ventajas de la CGL son, obviamente, el bajo
costo y mucha mayor versatilidad del equipo. Ademas, la CGL
ofrece el relativamente sencillo medio de combinar el sistema
analftico con la espectrometria de masas, la cual en muchos casos
es la tinica via de identificacién de sustancias desconocidas.

Uno de los principales derivados utilizados en el anélisis de
aminoéacidos por CGL es el N-trifluoracetilbutiléster (4), a pesar de
las dificuitades que se confrontan en el anélisis de la cistina y los
aminoacidos basicos histidina y arginina, debido a problemas de in-
solubilidad durante la fase de esterificacién.

La determinacién cuantitativa de aminoacidos en fluidos
biolégicos, fundamentalmente plasma y orina, constituye uno de los
aspectos bioquimicos mas importantes en el diagnéstico y estudio
de més de 60 aminoacidopatias. (5) La CGL y el sistema combinado
CG/EM han jugado un papel fundamental en el conocimiento de
estos trastornos metabélicos.

En nuestro laboratorio se ha desarrollado el empleo de esta
técnica con fines de diagnéstico. Naturalmente, se hizo necesario
establecer previamente los rangos normales de una poblacién de
nifios aparentemente sanos, que hicieron posible la deteccion de
anomalias en los perfiles de aminoécidos de nifios remitidos de
diferentes hospitales.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron los aminoacidos en orina y plasma de 20
nifios aparentemente sanos seieccionados al azar y las muestras de
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pacientes procedentes de diferentes hospitales, en los cuales se
sospechaba un error congénito del metabolismo.

Preparacién de la muestra

Una alicuota de 0,4 mL de plasma o 12 mL de orina se
pasan por una columna de intercambio ibnico Dowex W50 X8 H*
de 2 cm de largo y 0,5 cm de d.i.; se pasan 4 mL de agua
desionizada y posteriormente se eluyen los aminoéacidos con 8 mL
de NHsOHN.

En un evaporador rotatorio se lleva a sequedad y se le afladen
3 mL de butanol acidulado, se refluja durante 20 min a 120 °C, al final
de los cuales se elimina el exceso de reactivo. Se adiciona 0,2 mL
de diclorometano y 300 L de anhidrido trifluoracético; se refluja
durante 5 min a 150 °C .

El anélisis por CG/EM fue realizado en un equipo JMS DX-
300 de la firma JEOL, acoplado a una computadora JMA 3100. Se
trabajé en condiciones de baja resolucién con voitaje de ionizacién
de 70 eV y una temperatura en la fuente i6nica de 250 °C. Se barrié
un rango de masas de 30 a 500 u.m.a./s. -

En el anélisis cromatografico se empled una columna de
silica fundida con fase estacionaria SPB-1 de 30 m de largo. La
temperatura del horno se programé de 80 a 280 °C, con un
gradiente de 8 °C/min y un periodo inicial de 2 min .

Las temperaturas en el inyector y separador e introductor
fueron de 250 y 220 °C, respectivamente. Se emple6 helio como
gas portador con un flujo de 1 mL/min, inyectandose L de muestra
en condiciones split-less durante 1 min .

Para la cuantificacién se utilizé6 hidroxiprolina como
estandar interno, en una concentracién de 10 mg/mL. Las con-
centraciones estan expresadas en miligramos, o sea, miligramos de
aminoéacido en 100 mL del fluido biolégico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles de aminoacidos, correspondientes a muestras
de orina y plasma de un nifio sano, se presentan en las Figura 1Ay
2A, respectivamente. Como se puede observar claramente, existe
una adecuada resolucién cromatogréfica para los derivados ob-
tenidos. Debe sefalarse, ademés, que la técnica utilizada presenta
muy buena repetibilidad para la mayoria de los aminoacidos y que
los espectros de masas de los derivados analizados poseen in-
mejorables caracteristicas para una rapida y segura identificacién.
Sin embargo, la técnica utilizada presenta sus limitaciones respecto
a la cistina y los aminoacidos bésicos histidina y arginina. Estos
aminoécidos no pudieron ser detectados, debido fundamental-
mente a problemas de insolubilidad durante la fase de
esterificacién.

El triptéfano presenté también problemas de elucién. En
primer lugar, es conocido que este aminoacido es muy inestable en
medio 4cido, por lo que es légico pensar en la destruccién al menos
parcial del mismo durante la acidulacién inicial de las muestras. Por
otra parte, consideramos que la posible aparicién de 4 derivados



durante la fase de acilacién del butirato de este aminoécido, resul-
tado observado por Schneider et al. (6), es otro problema de la
técnica utilizada. Esta Gitima dificultad pudiera ser eliminada de
emplearse como agente acilante el anhidrido heptafiuorobutirico.
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FIGURA 1. Perfiles de aminoAcidos urinarios: a) Nifio sano; b) Nifio

fenilcetonurico (fenilalanina 22,0 mg %); C) Nifo con acidemia

propibnica (glicina 75 mg %).

No obstante ia utitizacién de rangos de valores normales de
aminoécidos en plasma y orina con fines de diagnéstico, los datos
reportados por varios autores difieren bastante. Debido a esto, el
primer objetivo de este trabajo fue establecer los rangos normales
en una poblacién de 20 nifios aparentemente sanos con ia técnica y

derivados utilizados.

Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 1 y 2.
Es bueno seftalar que, aunque los valores absolutos difieren algo de
los reportados por otros autores, existe una buena coincidencia en
cuanto a las proporciones de los aminoécidos dentro del perfil
cromatogréfico. La relativa rapidez y buena repetibilidad de la
técnica nos permitieron desarrollar un programa de diagnéstico en
el cual se han obtenido muestras de orina de nifios remitidos de
hospitales pediatricos con sospecha de padecer una aminoaci-
dopatia. Se observaron 3 casos de hiperglicinuria; 2 de elios como
un efecto secundarioc en neonatos que padecfan de acidemia
propiénica (la Figura 1C muestra 1 de los casos) y 1 debido a un
trastorno metab6lico no determinado aGn.
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FIGURA 2. Perfiles de aminoécidos plasméticos: a) Nifio sano; b) Nifio
homocistindrico (metionina 32,5 mg %); c) Nifto con sospecha

de padecer un error metabdlico congénito.

TABLA 1
Rangos de excrecién de aminoécidos en orina encontrados
on una poblacién de nifios aparentemente sanos

Pico No. Aminoécido Intervalo (mg %) Promedio
1 alanina 4,0-16,5 9,7
2 glicina 9,0-35,0 22,5
3 treonina 4,0-16,6 7,5
4 serina 6,5-18,5 14,1
5 B-alanina 0,0-2,0 1,0
6 valina . 0,0-4,0 20
7 aminobutirico 0,0-13,0 3,6
8 leucina 0,0-7,5 2,0
] isoleucina trazas ---
10 prolina 0,0-2,0 0,8
11 metionina 0,0-1,0 0,2
12 omitina 0,0-1,5 0,3
13 aspértico 4,0-15,0 11,4
14 fenilalanina 2,0-7,0 43
15 lisina-+tirosina’ 2,0-27,0 11,0
16 glutdmico’ 13,5-29,5 27,2

Y.la tirosina eluye conjuntamente con la lisina siendo su concentracién muy pequefia



TABLA 2
Rangos de concentracién de aminoacidos en plasma
encontrados en una poblacién de 20 nifios aparentemente sanos

Pico No. Aminoacido Intervalo (mg %) Promedio
1 alanina 5,0-30,0 10,6
2 glicina 2,5-12,5 5,0
3 treonina 1,7-15,0 7.0
4 serina 5,0-20,0 9,1
5 valina 2,5-22,5 11,1
[ leucina 2,5-15,0 6,5
7 isoleucina 0,3-5,0 1,1
8 prolina 0,5-17,5 8,7
9 metionina 0,0-0,5 0,3
10 aspartico 2,5-15,0 7.1
11 fenilalanina 1,3-7,5 5,0
12 lisina+tirosina 0,7-7,5 6,8
13 glutdmico 7.5-72,5 35,5

La Figura 1B muestra el perfil de aminoAcidos urinarios de
un paciente de 9 meses hospitalizado por presentar sintomas
clinicos tipicos de una aminoacidopatia. El considerable incremento
de fenilalanina en orina permiti6 diagnosticar este caso como una
fenilcetonuria; el diagnéstico fue corroborade posteriormente
midiendo el incremento de fenilalanina en plasma no solo por
nuestra técnica, sino también mediante el ensayo clasico es-
tablecido en el programa de pesquisaje masivo de la enfermedad.

El andlisis en plasma de un nifio altamente sospechoso de
padecer una homaocistinuria clasica permitié demostrar el esperado
incremento de la metionina (32,5 mg %) y corroborar el diagnéstico
realizado mediante la técnica convencional de nitroprusiato de plata.

Otro estudio realizado en el plasma de un nifio gravemente
enfermo que presentaba altas concentraciones plasmaéticas de los
acidos lactico y pirGvico, permitié detectar un incremento sig-
nificativo de alanina. La conjugacién de estos datos nos hizo
sospechar fuertemente que la enfermedad en cuestidn se trataba de
una deficiencia del complejo enzimético piruvato deshidrogenasa.
Lamentablemente, {a muerte repentina del paciente no permiti6
concluir el estudio.

En el caso de patologias relacionadas con trastornos
metabélicos de los aminoAcidos cistina (cistinosis), histidina (his-
tidinemia), arginina (deficiencia de la arginoliasa) y el triptéfano (en-
fermedad de Hartnup) deberd pensarse en alguna variante de la

técnica utilizada como son: 1) preparacién de ésteres metilicos y su
posterior transesterificaciéon en butanol/HCl para eliminar problemas
de solubilidad, 2) el empleo de anhidrido heptafiuorobutirico como
agente acilante para eliminar varios posibles derivados del
triptéfano, 3) el empleo del derivado Na-trifluoroacetil-N'm-carbetoxi-
n-butil éster de la histidina, propuesto por Moodie (7) para
solucionar. el problema de este aminoécido, 4) el empleo del
método de Adams (8) para garantizar la elucién de la histidina y la
arginina.

Otra alternativa interesante es la utilizacién de los terbutil-
metilsilil derivados propuestos recientemente por Biermann et al. (9)
Este método parece ser el preparativamente méas sencillo y
analiticamente mé&s integral para el andlisis por CGL de
aminoé4cidos. :

CONCLUSIONES

El método de la cromatografia gaseosa, utilizando los
derivados N-trifluoroacetilbutil ésteres, representa una via alternativa
rapida y segura para obtener perfiles satisfactorios de aminoécidos
en muestras de orina y plasma. La técnica utilizada presenta, sin
embargo, serias dificultades para la deteccién de cistina, triptéfano
y los aminoécidos bésicos histidina y arginina; el anélisis de estos
Gltimos compuestos por CGL requiere de otras formas preparativas
de obtencién de derivados. Los perfiles cromatograficos de
aminoacidos representan, indudablemente, como se demuestra
con algunos ejemplos de aplicacién, un complemento cualitativo
muy valioso de los perfiles de acidos organicos urinarios en el
diagnéstico diferencial de aminoacidopatias y acidurias organicas.
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CENO AW

LIQUIDO HIDROFOBO

El FOBCOR puede utilizarse después de cualquier proceso de lavado como agente secante v asegura la
proteccién anticorrosiva de la picza o conjunto por espacio de 30 dias.

Cualquier pieza, componente o conjunto metalico, entre clapas del proceso dv maqumddo puede prote-
gerse de forma seguray sin riesgos para la salud del operario.

Es ideal para 1a proteccion a corto plazo de partes interiores de uniones metalicas que deben svmeterse a

operaciones de manipulacion y montaje.

Es qtil para la eliminacién de la humedad en los contactos eléctricos y que es la causante de la existencia

de cortocircuitos.

El empleo del FOBCOR como agente secante, sustituye el emplco de grasa a temperatura de 100-120 °C,
reduciendo significativamente el gasto de energia eléctrica. Ademas elimina los riesgos de oxidacion del
metal por la presencia de los acidos libres que se forman por el calentamiento de la grasa.

Ascgura la proteccion de la pieza por 30 dias.



