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RESUMEN

La estandarizacién de un protocolo confiable para la medicién de catecolaminas en orina
de adultos mayores se realizd6 en el marco del Estudio de Longevidad y Envejecimiento
Saludable (CRELES) que realiza en Costa Rica el Centro Centroamericano de Poblaciones y el
Instituto de Investigaciones en Salud, como parte de la bateria de pruebas necesarias para la
determinacion de la carga alostatica en personas mayores de 60 anos. Este protocolo se
desarroll6 en el Programa de Investigacion en Neurociencias de la Universidad de Costa Rica,
incluyd la estandarizacion de los procesos de colecta, analisis, y manejo de la muestra de orina.
Se evalué la variacion en la concentracion da las catecolaminas segun el preservante utilizado
durante la colecta, y se demostré que no existen diferencias significativas en los tratamientos
(>0.05). El procedimiento de extraccion en fase sdlida propuesto en el kit de la casa comercial
Bioanalytical Systems, no produjo los resultados esperados de recuperacién de las sustancias,
razon por la que se realizaron algunas modificaciones al protocolo que incluyeron la disminucién
de la velocidad de elusién (0,1ml/min) y de la cantidad del eluente colectado (0,5ml). Se
incorporaron ademas modificaciones en el flujo de inyeccién (1,5ml/min) y la temperatura de la
columna analitica (28°C) como consecuencia de los resultados obtenidos en pruebas realizadas.
Se mantuvo el potencial de 600mV sugerido en el manual del kit, aunque se vario la intensidad
de corriente aplicada (10nA en los primeros 15 minutos y 20nA en lo sucesivo de la corrida).
Finalmente se validé el método, al probar que este resulta repetible (CV<20%), exacto (>97.5%),
lineal (r*> 0.9882) y reproducible entre los dias, y que tanto las muestras como los calibradores
se mantienen estables durante el periodo requerido para el analisis. Las pruebas piloto
realizadas a 15 individuos confirmaron la efectividad del método estandarizado y su utilidad para
la medicidon de epinefrina y norepinefrina en orina de adultos mayores; se ampli6 ademas el
potencial de aplicacion del método, pues se logré también la estandarizacion para la deteccién

de dopamina en orina.
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1. INTRODUCCION

En nuestro pais, el mejoramiento en los sistemas de salud entre otros factores, ha
logrado la disminucién considerable de la mortalidad infantil y el aumento de la esperanza de
vida al nacer (75,59 afios para hombres y 79,96 afios para mujeres) (Proyecto Estado de la
Nacién 2003).

Los resultados del Censo del afio 2000 confrontados con otros censos de afos
anteriores, muestran cémo la poblacién costarricense ha mostrado un aumento en el
porcentaje de adultos mayores y una disminucion en el porcentaje de los individuos menores
de 15 anos. Esta estructura poblacional es el resultado, entre otras cosas, de una mortalidad
baja y estable y una fecundidad en descenso, situacion que conduciria para el afio 2025 (de
mantenerse las tendencias segun la proyeccion) a una estructura de poblacion envejecida,
es decir, aquella en la que el porcentaje de personas mayores de 65 afios, supera el de los
menores de 15 (INEC 2001).

Un indicador que refleja los cambios de la estructura por edades de la poblacion, es la
relacion o razon de dependencia demografica; ésta se define como el cociente de la
poblacion en edades econdmicamente dependientes (0-14 afios y mas de 65 afos) entre la
poblacion de edades econdémicamente productivas (de 15 a 64 afios). El supuesto basico
para utilizar esta definicion es que la mayoria de las personas menores de 15 y mayores de
65 afos, generalmente no participan en la actividad econdémica y, por lo tanto, dependen de
quienes estan en edad productiva (15 a 64 afios) (INEC 2001).

Los cambios en la razén de dependencia que se proyectan, sugieren posibles impactos
econdémicos y sociales de importancia para la sociedad costarricense (INEC 2001).

Ante esta realidad, el Centro Centroamericano de Poblacién (CCP) y el Instituto de
Investigaciones en Salud (INISA) han planteado el proyecto denominado CRELES (Costa
Rica: Estudio de Longevidad y Envejecimiento Saludable), que tiene como objetivo
determinar la calidad de vida y longevidad de los adultos mayores costarricenses, asi como
los factores causales de estas variables poblacionales.

El estudio pretende establecer correlaciones entre la longevidad de los adultos
mayores en Costa Rica y factores como: resultados intermedios en la salud, situacion
nutricional, comportamientos a lo largo de sus vidas, situacion socioeconémica, condiciones
de vida y apoyo familiar, el acceso, uso y gastos en la atencion de la salud. Una variable
importante que también se incluird dentro de este conjunto, es la carga alostatica. Visto
como un indicador directo del comportamiento de la poblaciéon y como un signo del riesgo de

tener problemas en la salud debido a alteraciones fisioldgicas, la carga alostatica permite



relacionar el nivel de vida y las condiciones socio-demograficas de adultos mayores con
marcadores bioldgicos de riesgo (McEwen 1998, Seeman et al. 2001, Crimmins et al. 2003,
Seeman et al. 2004).

Dentro de los marcadores de riesgo biolégico que forman parte de la bateria de
pruebas que se emplean en la determinacion de la carga alostatica, se encuentra la
medicion de epinefrina y la norepinefrina, catecolaminas que se secretan en la médula
suprarrenal y que han sido catalogadas como “hormonas de estrés”, por su funciéon en
respuesta a situaciones que producen alteracion nerviosa en los individuos.

En el pais, se realizan las pruebas para medicion de catecolaminas en el laboratorio
del Hospital Nacional de Nifios, aunque solamente se llevan a cabo para el diagndstico
clinico de enfermedades como feocromocitoma y no para investigacion. Por esta razén es
que resultaba necesario el desarrollo de un método estandarizado para uso del proyecto
CRELES y que podria utilizarse en un futuro para otros estudios o trabajos de investigacion.
La responsabilidad del desarrollo de este protocolo, fue adquirida por el Programa de
Investigacion en Neurociencias.

En este protocolo, la medicion de catecolaminas podria realizarse tanto en plasma
como en orina; pero, debido a los constantes cambios en la concentracién de estas
sustancias en respuesta a diversas situaciones que el individuo experimenta, es que se
prefiere la colecta nocturna de las muestras de orina durante 12 horas, al igual que lo han
hecho otros investigadores (Ming-Cheng et al. 2000, Seeman et al. 2001, Seeman et al.
2004).

Debido a que los humanos somos generalmente mas activos por la mafana, la
medicién nocturna sugiere una medida mas basal, en la que variaciones de catecolaminas
fuera del rango esperado, pueden asociarse con mayor propiedad a desordenes fisioldgicos
cronicos, mas que a eventos especificos o esporadicos. (Ming-Cheng et al. 2000)

Existen varias técnicas que podrian emplearse en la medicion de catecolaminas, como
por ejemplo RIA (Radioinmunoanalisis), que aunque es un método muy sensible, presenta
algunas desventajas en precio y cierta dificultad en cuanto al manejo de la radiactividad,
ELISA (del inglés: Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) que tiene una menor sensibilidad
y resulta un poco menos preciso que los otros métodos, Espectometria de masas que es un
método muy preciso y sensible pero sumamente caro si no se cuenta con el equipo de
medicion; y finalmente HPLC (del inglés: High Performance Liquid Chromathography) que es
el método seleccionado para este estudio, pues ademas de su especificidad y sensibilidad,
proporciona mas datos de interés en menor tiempo. Este método es el mas utilizado en la

mayor parte de los estudios de medicién de catecolaminas, y también presenta la ventaja de



ser econdmicamente viable para el laboratorio pues ya se cuenta con el cromatdgrafo de
deteccion electroquimica necesario para el analisis.

El protocolo para medicion de catecolaminas se implementdé en el laboratorio del
Programa de Investigaciéon en Neurociencias (PIN) de la Universidad de Costa Rica, con el

aporte econémico y logistico del Proyecto CRELES.

Objetivos

El presente Trabajo Final de Graduacién tiene como Objetivo General estandarizar un

protocolo para la medicion de catecolaminas en orina de adultos mayores.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

* Estandarizar el protocolo de colecta de las muestras de orina que se evaluaran en el
proyecto CRELES.

* Normalizar el protocolo de extraccion en fase sélida de las muestras de orina que se
emplearan en la cuantificacion de la concentracion de catecolaminas.

e Validar el protocolo para la cuantificacion de epinefrina, norepinefrina en orina de
adultos mayores.

e Elaborar los procedimientos de operacién para medicién de catecolaminas del
proyecto CRELES, segun el formato de la documentacion del manual de calidad del
INISA (norma ISO 17025).

* Disefar los instructivos para el procedimiento de colecta de la muestra de orina que

seran entregados a los adultos mayores que participan en el proyecto CRELES.



2. REVISION DE LITERATURA

Los ultimos resultados que se han publicado sobre los estudios de la poblacion en
nuestro pais, sefialan que, el aumento en la esperanza de vida y la disminucion de la tasa de
natalidad y mortalidad, asi como otros indices de salud publica, provocaran a mediano plazo
un cambio en la estructura poblacional, caracterizado principalmente por el aumento en el
numero de personas que se ubican en edades avanzadas (mas de 65 afos) (Proyecto
Estado de la Nacién 2003).

En una poblacion que tiende a envejecerse, las politicas del pais, deben avocarse al
mejoramiento de los sistemas de salud publica y de seguridad social, con especial atencién
en la calidad de vida de los adultos mayores.

Muchas y muy diversas son las enfermedades cuya incidencia aumenta en las etapas
de la vejez, entre las que se mencionan con mas frecuencia: la diabetes, el cancer de colon,
las enfermedades coronarias, la depresién y la hipertension. Esta realidad exhorta a la
busqueda y obtencion de diagndsticos tempranos, en los que se utilicen marcadores
biolégicos que revelen los primeros signos de desajustes en los sistemas fisioldgicos
(Seeman et al 2001).

Una respuesta a ésta busqueda, es la introduccién del concepto de carga alostatica
(AL: Allostatic load). De acuerdo con McEwen (1998), la alostasis puede definirse como la
capacidad de los sistemas fisiolégicos para lograr estabilidad durante los procesos de

cambio de los factores externos al ser humano.

2.1 Homeostasis y alostasis

El cuerpo humano sufre cambios constantes que le permiten llevar a cabo los procesos
metabdlicos adecuadamente. La homeostasis, entendida como el mantenimiento del
equilibrio dinamico en el organismo, que se logra por medio de mecanismos reguladores que
compensan las variaciones que ocurren en el cuerpo, (Fornaguera y Gémez 2004) es el
concepto que mejor describe la razon de ser de los cambios que realiza el organismo
internamente.

A principios de los 90°s, Bruce McEwen publicé los primeros trabajos sobre alostasis
(Bonet 2004). Al igual que la homeostasis, la alostasis es un mecanismo compensatorio,
pero que tiene como objetivo regular los procesos internos para adaptar el cuerpo a los
cambios que ocurren como consecuencia de los factores o estimulos externos. Dicho de otra
manera, es la actividad necesaria para mantener la estabilidad a través de situaciones de

cambio; o el proceso activo que sirve para mantener la homeostasis (Bonet 2004). La



alostasis estd medida con marcadores que no tienen rangos tan rigidos o limites criticos
para la supervivencia del ser humano, como si los tienen los indices homeostaticos (pH,

temperatura, disponibilidad de oxigeno) (McEwen 1998, Bonet 2004).

2.2 Alostasis y carga alostatica

Cuando el cuerpo ha sido sometido por muchos anos a constantes situaciones de
estrés, los sistemas fisioldgicos pueden comenzar a operar fuera de los ambitos normales, o
presentar una incapacidad de retornar a los rangos éptimos después de nuevas alteraciones
o presiones externas (Crimmins et al. 2003).

El sistema nervioso auténomo, el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HHA) y los
sistemas cardiovascular, metabdlico e inmunoldgico, protegen al cuerpo, respondiendo al
estrés interno y externo; a esta respuesta es a la que se ha denominado “alostasis”. El
esfuerzo adicional que realiza el cuerpo para responder adecuadamente a este estrés que
se genera, es lo que se denomina “carga alostatica”, y se manifiesta en el desgaste
prematuro por sobreactividad crénica de los sistemas fisiolégicos o por la falta de activacion
de los mismos (McEwen y Stellar 1993, McEwen 1998, Crimmins et al 2003).

Las respuestas alostaticas mas comunes comprometen al sistema nervioso simpatico
y al eje Hipotalamo-hipofisiario-adrenal, liberando catecolaminas y cortisol. La posterior
inactivacion de estas respuestas alostaticas hace que los sistemas vuelvan a los niveles
basales. Sin embargo, si la inactivacion es ineficiente, existe una sobreexposicion del
organismo a las hormonas de estrés, que si se prolonga, puede resultar en el aumento de la
carga alostatica (McEwen 1998).

Para cada sistema en el cuerpo, existen tanto acciones adaptativas protectoras
(alostasis), y efectos de esas acciones prolongadas en el tiempo, que pueden ser dafinas
(carga alostatica).

Asi por ejemplo, en el sistema cardiovascular, el rol de las catecolaminas en
situaciones estresantes, al ajustar el ritmo cardiaco y la presién sanguinea, incluso también
al dormir, al caminar o al hacer ejercicio fisico, es un reflejo de la alostasis en el cuerpo.
(McEwen y Seeman 1999). Pero, la carga alostatica podria presentarse con repetidas o
prolongadas alteraciones a causa del estrés, las cuales pueden traer como consecuencia el
aumento en la presién sanguinea, que ademas podria acelerar el proceso de aterosclerosis
y el padecimiento de diabetes tipo Il (McEwen y Seeman 1999).

Igualmente los esteroides adrenales son sustancias que promueven la alostasis
favoreciendo la disponibilidad de las reservas energéticas, cuando éstas son necesarias

para reaccionar ante un evento especifico. Pero la sobreactividad de éstas hormonas implica



la excitacidon constante del eje HHA o la elevacion del cortisol en periodos nocturnos. Estos
signos de carga alostatica aceleran también el padecimiento de diabetes tipo Il, obesidad e
hipertensién entre otros. (McEwen y Seeman 1999).

En el cerebro, las acciones de las hormonas adrenales, que estan relacionadas con la
alostasis, incluyen el aumento en la capacidad de memoria a corto plazo. Sin embargo, la
sobreactividad del eje HHA, promueve una forma de carga alostatica, que se evidencia como
una disfuncién cognitiva, producto de la reduccién de la exitabilidad neuronal, de la atrofia
neuronal, y en casos extremos, de la muerte de neuronas, particularmente en el hipocampo
(McEwen y Seeman 1999).

El calculo matematico de la carga alostatica, se realiza con una sumatoria de
parametros biolégicos que reflejan alteracién en el funcionamiento del eje HHA, sistema
nervioso simpatico, sistema cardiovascular y algunos procesos metabdlicos (Seeman et al.
2001).

El criterio de contribucion al valor de la carga alostatica de cada uno de los parametros
bioldgicos, se basa en limites normales definidos clinica y empiricamente; asi, una persona
que exceda el limite establecido para cada marcador, aumenta su AL y por tanto el riesgo de
padecimiento de enfermedades del sistema nervioso, cardiovascular, respiratorio, entre otros
(Seeman et al. 2001, Seeman et al. 2004). La alostasis y la carga alostatica también son
afectadas por el consumo de tabaco y alcohol, |a dieta y el ejercicio (McEwen 1998).

La cuantificacion de la carga alostatica, incluye medidas metabdlicas vy
cardiovasculares. Se han obtenido valores de la carga alostatica mediante la suma de
parametros como presidn arterial sistolica, cortisol urinario nocturno, excrecién de
catecolaminas, la proporcién entre las medidas de la cintura y la cadera, el valor de la
hemoglobina glicosilada, porcentaje de Lipoproteinas de baja densidad (LDL: del inglés, Low
Density Lipoproteins) concentracion sérica de dehidroepiandroesterona-sulfato vy
concentracion sérica de Lipoproteinas de alta densidad (HDL: High Density Lipoproteins),
entre otras (McEwen 1998).

La consideracién de la carga alostatica cobra cada vez mayor importancia en el
diagnéstico y tratamiento de numerosas enfermedades. Asimismo, la carga alostatica es
importante para aclarar la relacion entre la enfermedad y los factores sociales/ambientales
como la inestabilidad social, la pérdida del empleo, inseguridad y otras condiciones que se
consideran estresantes (McEwen 1998).

Una vez que se obtiene el valor de la AL, el analisis estadistico permite ubicar a las
personas que pertenecen al mayor cuartil, como aquellas que se han expuesto a niveles

mas extremos de actividad del metabolismo, si se evalian en forma relativa al resto de la



poblacion. De esta forma, la AL se convierte en una manera cuantitativa de clasificar a
quienes tienen el mas alto riesgo de padecer alguna patologia (Seeman et al. 2001, Seeman
et al. 2004).

En resumen, se tiene que los eventos que se han relacionado con altos valores en la
carga alostatica son: la incidencia de enfermedades cardiovasculares, la disminucion de la
funcionalidad fisica y cognitiva, e incluso la mortalidad (Seeman et al. 2001, Seeman et al.
2004).

2.3 Respuesta neurofisioldgica al estrés

El término “estrés” lo introduce el fisidlogo Walter Cannon en 1920 para referirse a la
reaccion fisiolégica provocada por la percepcion de una situacion aversiva o amenazante
(Carlson 1993, Gémez y Escobar 2002). Si en el enfrentamiento a esa situacién se produce
un desbalance entre los mecanismos fisiolégicos que se utilizan para afrontarla, es cuando
se habla del fendmeno de estrés (Carlson 1993, Gémez 2000).

El estrés suele manifestarse a través de una serie de reacciones que van desde la
fatiga prolongada y el agotamiento, hasta dolores de cabeza, gastritis, Ulceras, ocasionando
también trastornos psicoldgicos (Glaxo SmithKline 2004).

El estrés normal, también llamado estrés agudo, forma parte de la vida cotidiana y no
se puede considerar, en principio, como una enfermedad, sino como la respuesta tanto fisica
como mental, a las adaptaciones y ajustes del ser humano a los diversos acontecimientos
vitales (Glaxo SmithKline 2004).

La respuesta fisioldgica ante los distintos estresores, puede darse como una activaciéon
autonémica, del sistema neuroendocrino o ambas.

Desde el punto de vista neurofisiolégico se han descrito tres sistemas involucrados en
la respuesta al estrés:

Sistema nervioso central (procesador de la informacion): quien se encarga de
reconocer y procesar la informacion que puede ser estresante o no (Sadek y Nemeroff
2000).

Sistema auténomo: genera la primera respuesta al estrés. Esta respuesta se
caracteriza por la liberacion de catecolaminas: Norepinefrina y Epinefrina principalmente
(Sadek y Nemeroff 2000).

Sistema neuroendocrino: genera una respuesta mas lenta en el tiempo y

basicamente se encarga de liberar los glucocorticoides, que contribuyen en la activacion



general del sistema nervioso y en la preparacion al organismo para reaccionar (Sadek y
Nemeroff 2000).

2.3.1 Activacion autonémica

Inicia con la excitacion del hipotdlamo como consecuencia de sefiales estresantes que
vienen del medio. La informacién que llega a ésta region del cerebro, y que fue evaluada
como peligrosa en procesos cognitivos previos, provoca la rapida liberacion de
catecolaminas: Norepinefrina y Epinefrina (Sadek y Nemeroff 2000).

La Norepinefrina y Epinefrina son las encargadas de poner el cuerpo en estado de
alerta, preparandolo para luchar o huir. Ambas catecolaminas intervienen en gran parte de
los procesos propios del sistema autébnomo, tal y como se puede observar en la figura uno.

Entre estos procesos se pueden mencionar:

« Dilatacion de las pupilas.

« Dilatacion bronquial.

* Movilizacién de los acidos grasos.

* Incremento del ritmo cardiaco.

* Aumento de la glicemia.

* Vasodilatacién muscular y vasoconstriccion cutanea.

* Reduccién de los niveles de estrogenos y testosterona, que son hormonas que
estimulan el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias.

» Inhibicion de la secrecion de prolactina, que influye sobre la glandula mamaria.

* Incremento de la produccién de tiroxina, que favorece el metabolismo energético y la

sintesis de proteinas.
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Figura 1. Esquema de las conexiones y respuestas autonémicas. Tomado de Purves et al. (2001)



2.3.2 Activacion neuroendocrina
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Figura 2. Esquema de la respuesta

neuroendocrina al estrés. Modificado
de Sadek y Nemeroff (2000) corticotropina estimula a su vez a la corteza

suprarrenal para que libere glucocorticoides como
el cortisol, la hidrocortisona y la corticosterona; y mineralocorticoides como la aldosterona
(figura dos).

La liberacién de glucocorticoides en situaciones de estrés provoca un aumento de
glucosa en la sangre, ayuda a que las grasas se conviertan en energia, aumenta el flujo
sanguineo y estimula las respuestas conductuales, al tiempo que inhibe actividades
vegetativas innecesarias en esos momentos (Carlson 1993).

Los efectos de los glucorticoides como respuesta al estrés son importantes y
necesarios, sin embargo, su activacion a largo plazo puede generar efectos daninos en la
salud tales como aumento en la presion sanguinea, ateroesclerosis, dafio en el tejido
muscular, infertilidad, inhibicion del crecimiento y de las respuestas inflamatorias e
inmunolégicas (Carlson 1993). También se han descrito dafios en estructuras cerebrales
como el hipocampo (Matey 1999, McEwen 1999, Glaxo SmithKline 2004)

Los niveles de glucocorticoides se regulan mediante una retroalimentacion negativa

sobre la hipdfisis anterior y el hipotalamo, a través de los receptores de estas sustancias que
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estan presentes en esas regiones cerebrales. Esto permite mantener los niveles de cortisol
dentro de los rangos adecuados para cada situacion (Sadek y Nemeroff 2000).

Tanto el estrés agudo como el estrés cronico pueden tener consecuencias a largo
plazo. Los factores que determinan ampliamente las respuestas individuales a situaciones
potencialmente estresantes son, por una parte, la forma en que la persona percibe una
situacién y por otra, su estado general de salud fisica, determinado este ultimo no sélo por
factores genéticos, sino también por su conducta y estilo de vida (McEwen 1998).

La capacidad para adaptarse al estrés reiterado estd determinada ademas por el
aprendizaje y el desarrollo de estrategias de afrontamiento eficaces, que se suman a la
forma en que una persona percibe la situacion. Por ejemplo, la mayoria de las personas
reacciona inicialmente al hablar en publico mediante la activacion del eje HHA. Sin embargo,
después de haber hablado varias veces, la mayoria se habitia y su secrecién de
corticoesteroides deja de aumentar, o el aumento es menor ante este estimulo (McEwen
1998).

2.4 Comunicacioén intercelular en el organismo

Los seres humanos, al igual que otros organismos superiores, son individuos muy
complejos en cuanto a su estructura celular y anatomica. Esta estructura demanda una
perfecta coordinacion de las funciones metabdlicas en espacio y tiempo, para lo cual se
requieren mecanismos de interaccion y comunicacioén intercelular muy avanzados.

Existen varias formas por las que las células y tejidos pueden comunicarse unos con
otros, que implican en la mayor parte de los casos, el intercambio de sustancias para la
transmisién de una senal (Martini 1998). Las células del sistema nervioso estan anatémica y
fisiologicamente especializadas para la transmision intercelular de sefiales quimicas y
eléctricas, asi como para el transporte de metabolitos de una célula a la otra y de solutos del
interior de la célula al espacio extracelular (Zigmond et al. 1999).

El sistema nervioso utiliza muchos y muy diversos procesos para la comunicacion
intercelular. Estos procesos incluyen la transmision electro-sinaptica y sefializacion autocrina
(activa sefales para la misma célula que las secreta) y paracrina (activa sefales que son
captadas por las células vecinas), en las cuales, las moléculas son producidas por células
tanto del sistema nervioso como de otros sistemas que interactuan con este (Zigmond et al.
1999).
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En la comunicacion intercelular, los estimulos en las células nerviosas pueden liberar
sustancias quimicas como neurotransmisores u hormonas que se uniran a receptores
especificos de las células blanco, y pueden eventualmente generar cambios en estas
células, como por ejemplo modificar la expresion de algunos genes (Greger y Windhorst
1996).

2.5 Transmision de senales

Las moléculas extracelulares que llevan senales son llamadas primeros mensajeros e
incluyen a los neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento. La funcién primordial

de las moléculas extracelulares es la comunicacion intercelular (Roskoski 1997).
2.5.1 Senalamiento neuronal

En el encéfalo humano, las neuronas se comunican principalmente liberando
mensajeros quimicos denominados neurotransmisores, aunque en algunos casos también
se comunican mediante sinapsis eléctricas (Roskoski 1997).

Un neurotransmisor es una sustancia secretada por las neuronas y que se difunde a
una corta distancia hasta llegar a las células blanco, donde produce una respuesta
fisiolégica (Roskoski 1997).

El proceso mediante el cual se lleva a cabo la sinapsis utilizando neurotransmisores
se muestra en la figura tres, e implica tres procesos basicos:

1) Sintesis y empaquetamiento en vesiculas

2) Liberacion y union a los receptores

3) Eliminacién o degradacion. (Kandel et al. 1991, Greger y Windhorst 1996, Purves

et al. 2001)
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Figura 3. Esquema del proceso de sintesis de neurotransmisores, empaquetamiento, liberacién y

union a los receptores. Tomado de Purves et al. (2001)

Cuando el sistema de comunicacion a través de neurotransmisores no funciona
adecuadamente, se producen una amplia gama de trastornos neurolégicos y psiquiatricos;
es por esa razén que gran cantidad de las terapias o tratamientos de esas enfermedades se
basan en la regulacion de estas sustancias y sus procesos de sintesis, de
empaquetamiento, de liberacién, de unién a receptores y de degradacion (Purves et al.
2001).

2.5.1.1 Sintesis de los neurotransmisores

Una transmision sinaptica eficaz requiere un control cuidadoso de la concentraciéon de
los neurotransmisores en el interior de la hendidura sinaptica. Por eso, las neuronas han
desarrollado una capacidad sofisticada para regular la sintesis, el empaquetamiento, la
liberacion y la degradacién de los neurotransmisores (Purves et al. 2001).

De acuerdo con Purves et al. (2001) la sintesis de los neurotransmisores de moléculas
pequenas (entre los que se encuentran las catecolaminas), se desarrolla localmente en las
terminales presinapticas. Las enzimas necesarias para la sintesis de los neurotransmisores
son transportadas hasta el citoplasma de la terminacion nerviosa por un mecanismo

conocido como transporte axonico lento. Las moléculas precursoras utilizadas por estas
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enzimas suelen ser captadas en la terminacion nerviosa por proteinas de transporte que se

encuentran en la membrana plasmatica de la terminacion (Purves et al. 2001).

2.5.1.2 Liberacion y eliminacion de los neurotransmisores

Las vesiculas que contienen los neurotransmisores se asocian con la membrana
presinaptica y se fusionan con ella en respuesta a la entrada del ién Ca®".

Cuando el transmisor ha sido secretado en la hendidura sinaptica, se une a receptores
especificos en la célula postsinaptica, generando asi una sefial eléctrica. Una vez que esto
sucede, el transmisor debe ser eliminado rapidamente para permitir que la célula
postsinaptica participe en otro ciclo de liberacion, fijacién del neurotransmisor y generacion
de sefales. Los mecanismos por los cuales se eliminan los neurotransmisores varian, pero
siempre implican la difusion, la recaptacion en las terminaciones nerviosas o las células
gliales circundantes, la degradacion por enzimas especificas 0, en algunos casos, una

combinacién de estas (Purves et al. 2001).

2.5.1.3 Receptores de los neurotransmisores

Cada uno de los neurotransmisores se une a receptores especificos que son proteinas
de la membrana plasmatica, ésta unidn desencadena una serie de cambios en la célula,
como por ejemplo la apertura o cierre de canales idnicos en la membrana durante la sinapsis
(Purves et al. 2001, Mckee y Mckee 2003).

Existen dos clases principales de receptores de neurotransmisores: a) Los
denominados canales idnicos regulados por ligando, b) Los receptores metabotropicos. Un
transmisor dado, puede activar tanto a los receptores metabotropicos como a los canales
idnicos regulados por ligando, para producir tanto potenciales postsinapticos “rapidos” (con
receptores ionotrépicos), como “lentos” (receptores metabotropicos) en una Unica sinapsis
(Purves et al. 2001, Mckee y Mckee 2003).
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2.5.2 Senalamiento humoral

El modo no sinaptico de transmision extracelular mas utilizado por el organismo, es el
sefialamiento humoral (hormonal).

Una hormona es una sustancia secretada por las células en cantidades traza
(microgramos o nanogramos) y es transportada por el torrente sanguineo a las células
blanco, donde regula el metabolismo mediante la modificacion de ciertas funciones
fisiologicas (Roskoski 1997).

Las hormonas periféricas pueden entrar al sistema nervioso, e incluso producirse
dentro de este, para conducir, inhibir o modular la actividad neuronal y las respuestas en el
organismo (Zigmond et al. 1999).

Las catecolaminas, por su modo de funcionar, distribucion en el cuerpo, y lugar de
liberacion, son consideradas moléculas de sefialamiento con caracteristicas tanto de

neurotransmisores como de hormonas (Mathews et al. 2002).

2.6 Catecolaminas
2.6.1 Definicion

El término catecolamina se refiere generalmente a compuestos organicos que
contienen un nucleo catecol (un anillo de benceno con dos sustituciones adyacentes de
grupos hidroxilo) y un grupo amino (Zigmond et al. 1999) (figuras cinco y seis). Son
moléculas relativamente pequefias y estructuralmente semejantes a los aminoacidos,
debido a que estos ultimos son sus precursores (Martini 1998).

Las principales catecolaminas conocidas son la dopamina, norepinefrina (también
llamada noradrenalina) y epinefrina (o adrenalina).

Son sustancias solubles en agua, que cuando son secretadas por el cerebro u otro
tejido neural, funcionan como neurotransmisores, sin embargo, especificamente la
epinefrina y la norepinefrina, también se producen y son secretadas como hormonas por las
glandulas adrenales (Nelson y Cox 2000).

Actuan sobre practicamente todos los tejidos del cuerpo y estan relacionadas con la
regulacidon de una amplia variedad de procesos. Las catecolaminas son metabolizadas por
los tejidos destinatarios o por el higado y el resultado de ese proceso metabdlico genera
otras sustancias o metabolitos que aparecen en la orina; asi, la dopamina se convierte en

acido homovanilico (AHV), la norepinefrina se convierte en normetanefrina y &cido
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vanilmandélico (AVM); y la epinefrina se convierte en metanefrina y AVM (Adam Quality
2001). En la orina también se pueden encontrar cantidades considerables de estas
catecolaminas que no han sido metabolizadas y que por tanto son medibles por diferentes

métodos de analisis.
2.6.2 Biosintesis

Los aminoacidos fenilalanina y tirosina, que son los precursores de las catecolaminas,
estan presentes en el plasma y en el cerebro en altas concentraciones. En los mamiferos, la
tirosina también se deriva de la fenilalanina que se consume en la dieta, gracias a la enzima
fenilalanina hidroxilasa que se encuentra principalmente en el higado (Zigmond et al. 1999).
Las catecolaminas se forman en el cerebro, las células cromafines adrenales y los nervios
del sistema simpatico. En general los procesos que regulan de la sintesis son los mismos en
los diferentes tejidos (Zigmond et al. 1999).

El ciclo de las catecolaminas, tal y como se observa en la figura cuatro, parte del
aminoacido tirosina, el cual, por accion de la tirosina hidroxilasa (TH), se convierte en 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-dopa). La L-dopa es metabolizada casi inmediatamente para producir
dopamina, gracias a la L-aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC) (también llamada
dopa descarboxilasa) (Biopsicologia 2004). En las neuronas que liberan dopamina, este es
el paso final en la sintesis de los neurotransmisores, sin embargo, en las neuronas que
utilizan norepinefrina y epinefrina como transmisores, la dopamina es oxidada por la
dopamina p- hidroxilasa (DBH) o p-hidroxi-dopamina y se transforma en norepinefrina (NE),
que se biosintetiza en las terminaciones sinapticas. Finalmente, en las neuronas en las que
la epinefrina se utiliza como transmisor, una tercera enzima, la feniletanolamina N-
metiltransferasa (PNMT), convierte la Norepinefrina en Epinefrina (E) por una metilaciéon en
el grupo amino terminal (Zigmond et al. 1999, Biopsicologia 2004).

El transmisor de una neurona es la ultima catecolamina que se forma, segun las
enzimas que en ella se encuentran, de tal forma que una neurona adrenérgica (aquella que
utiliza epinefrina como transmisor), contiene cuatro enzimas (TH, AADC, DBH, PNMT) que
secuencialmente metabolizan la tirosina hasta obtener epinefrina; las neuronas
noradrenérgicas expresan solo las enzimas TH, AADC y DBH y por lo tanto la norepinefrina
no puede ser metabolizada a epinefrina. Por ultimo en las neuronas dopaminérgicas sélo se
encuentran TH y AADC (Zigmond et al. 1999).
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Figura 4. Biosintesis de catecolaminas. Tomado de Mathews et al. (2002)

2.6.3 Almacenamiento

Los neurotrasmisores son almacenados en vesiculas sinapticas donde estan
protegidos de la degradacion enzimatica, y donde se encuentran disponibles y listos para la
pronta liberacién (Zigmond et al. 1999).

Generalmente encontramos catecolaminas en una baja concentracién de forma libre en
el citosol, donde pueden ser metabolizadas por diversas enzimas incluyendo las
monoaminooxidasas (MAO). La conversién de tirosina a L-dopa, y de L-dopa a dopamina,
tiene lugar en el citosol; de ahi, posteriormente la dopamina es introducida en las vesiculas
de almacenamiento. En las neuronas que contienen norepinefrina, la B-hidroxilacién final se

produce en el interior de estas vesiculas. En la glandula adrenal, la norepinefrina es N-
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metilada por la PNMT en el citoplasma y finalmente la epinefrina es transportada de vuelta a
los granulos para su almacenamiento (Siegel et al. 1994).

El mecanismo que concentra a las catecolaminas en el interior de las vesiculas es un
proceso dependiente del adenosin-trifosfato (ATP) ligado a una bomba de protones. El
proceso de recaptacion vesicular es relativamente especifico, pues con él también se
transportan varias aminas biogénicas, incluyendo a la triptamina, la tiramina y a las
anfetaminas; estas aminas pueden competir con las catecolaminas endégenas por ocupar

un lugar en las vesiculas de almacenamiento (Siegel et al. 1994).
2.6.4 Liberacion de catecolaminas

La liberacion de neurotransmisores ocurre por medio de una ruta regulada y controlada
por sefales extracelulares (Zigmond et al. 1999).

En general las catecolaminas son liberadas por el mismo proceso dependiente de Ca?*
(exocitosis). Aunque en el caso de la dopamina se ha reportado también un proceso de
liberacion que utiliza autoreceptores (Zigmond et al. 1999).

Las catecolaminas epinefrina y norepinefrina se han asociado a condiciones de estrés,
y ademas algunos estudios relacionan a estas hormonas adrenomedulares simpaticas, como
moduladores endégenos de la memoria (Zigmond et al. 1999).

La epinefrina, que es liberada desde la médula adrenal, no entra en el cerebro, sino
que su efecto modulador de la memoria resulta como consecuencia de la activacion del
sistema nervioso periférico. La epinefrina aumenta los niveles de norepinefrina en las
estructuras limbicas, incluyendo la amigdala, y potencia los niveles de otras sustancias en el
locus coeruleus (conjunto de células noradrenérgicas que se proyectan desde las regiones
del cerebro que estan relacionadas con el almacenamiento de la memoria, como la amigdala

y el hipocampo) (Zigmond et al. 1999).
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2.6.5 Norepinefrina

Es un neurotransmisor que se encuentra en el cerebro y en la mayoria de las fibras
simpaticas post-gangliénicas. Los cuerpos celulares de las neuronas noradrenérgicas estan
localizadas principalmente en el locus coeruleus, en el piso del cuarto ventriculo (Greger y
Windhorst 1996), a pesar de que estas neuronas son relativamente pocas, se proyectan en
forma difusa a través de la corteza, hipocampo, cerebelo y cordén espinal (Kandel et al.
1991, Siegel et al. 1994)

Otros cuerpos celulares proyectan fibras que conectan con el tallo cerebral y el
hipotadlamo (Siegel et al. 1994).

La norepinefrina se almacena en vesiculas de las terminales del axén desde donde se
libera para la transmision sinaptica del impulso nervioso. Afecta rapidamente las funciones
fisiolégicas y el metabolismo de la mayoria de los érganos al estimular, en la mayoria de los
casos, la sintesis de Adenosin-monofosfato ciclico (AMPc) (Biopsicologia 2004).

En el sistema nervioso periférico, se forma en las neuronas postganglidnicas del
sistema nervioso simpatico especificamente (Kandel et al. 1991, Roskoski 1997).

En su funcién humoral, se forma en la médula suprarrenal. La norepinefrina se
almacena en los granulos de secrecidon hasta el momento en que las células son
estimuladas para liberar la hormona a la sangre. La mayor parte de la norepinefrina es
metilada por una feniletanolamina N-metil-transferasa relativamente inespecifica para dar
epinefrina, que también se almacena en los granulos cromafinicos. (Biopsicologia 2004)

La norepinefrina (figura cinco) es uno de los principales neurotransmisores
estimuladores que se conocen.

Las neuronas noradrenérgicas son especialmente importantes para modular el

suefio y la vigilia (Purves et al. 2001).

HO CH NH,

HO

Figura 5. Estructura de la Norepinefrina. Tomado de Mathews et al (2002).
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2.6.6 Epinefrina

La epinefrina o adrenalina (figura seis) es un neurotransmisor en el cerebro, pero
también una de las hormonas principales del cuerpo (Adam Quality 2001). Por un lado tiene
su origen en las neuronas adrenérgicas y por el otro, es secretada por la médula suprarrenal
en respuesta a niveles bajos de glucosa sanguinea, ejercicio y varias formas de estrés
agudo (en el ultimo caso, el cerebro estimula la liberacion de la hormona).

La epinefrina causa la degradacion del glucégeno a glucosa en el higado y en los
musculos esqueléticos, y la liberacidén de acidos grasos del tejido adiposo. También provoca
la vasodilatacion de pequenas arterias dentro del tejido muscular, aumenta el ritmo y fuerza
del latido cardiaco (Adam Quality 2001) y dilata las vias respiratorias para que ingrese
mayor cantidad de oxigeno a la sangre (necesario para la sintesis de Adenosin-trifosfato o

ATP en las mitocondrias) (Fornaguera y Goémez 2004).
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Figura 6. Estructura de la Epinefrina. Tomado de Mathews et al (2002)

La epinefrina esta presente en niveles mucho menores en el encéfalo que cualquiera
de las otras catecolaminas, aunque se han logrado identificar dos grupos importantes de
neuronas adrenérgicas en el bulbo rostral y la médula oblongada, de donde se proyectan
algunas terminales nerviosas hacia el tallo cerebral y el hipotalamo (Siegel et al. 1994,
Purves et al. 2001).

Inicialmente se desconocia la presencia de esta catecolamina en el sistema nervioso
central, pero fue gracias a técnicas de inmunohistoquimica que se demostré la existencia de
neuronas adrenérgicas, en las que se producia tincibn como respuesta a la utilizacién de
anticuerpos contra la enzima PNMT (enzima que permite la conversion de norepinefrina a

epinefrina, figura cuatro) (Nieuwenhuys 1985).
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2.6.7 Los examenes de catecolaminas en orina

Las catecolaminas pueden ser medidas tanto en la sangre como en la orina. Uno de
los métodos mas frecuentes empleados en este anadlisis es la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC: High Performance Liquid Chromatography) por la sensibilidad y
especificidad que se logra.

Ciertos alimentos como el café, té, platanos, chocolate, cacao, frutas citricas y vainilla
pueden aumentar las catecolaminas urinarias, por lo tanto, es preciso evitarlos por varios
dias antes del examen (Adam Quality 2001).

Otras condiciones como el estrés agudo y el ejercicio vigoroso pueden también afectar
y por lo tanto deben considerarse cuando se analiza el resultado del examen. (Adam Quality
2001).

El examen es empleado principalmente como exploracion selectiva, diagnostico y
seguimiento del tratamiento de feocromocitoma o neuroblastoma, enfermedades en las que
estd aumentada la concentracion de las catecolaminas y sus metabolitos (Adam Quality
2001).

Algunos medicamentos también pueden alterar los resultados del examen, por lo que
se debe consultar con el médico sobre la necesidad de suspenderlos o en su defecto
considerar muy bien las variaciones causadas por los mismos al momento de interpretar los
resultados obtenidos (Adam Quality 2001).

Esta consideracion es particularmente importante en el caso de los adultos mayores,
quienes generalmente se encuentran altamente medicados para tratar problemas como
hipertensién, depresion o hiperglicemia entre otros.

Entre las drogas que pueden disminuir los niveles de catecolaminas se encuentran
clonidina, disulfiram, guanetidina, imipramina, inhibidores de monoaminooxidasa,

fenotiacinas, salicilatos y reserpina (Adam Quality 2001).
2.6.7.1 Valores normales en el examen de excrecion urinaria

La colecta de la orina se realiza normalmente durante 24 horas, periodo en el que se
obtienen muestras representativas tanto de los estados de mayor actividad (durante el dia)
como los de menor actividad (por la noche). Otros estudios mas especificos, como por
ejemplo la determinacion de la carga alostatica, utilizan la medicion de catecolaminas en
muestras de orina colectada durante 12 horas durante la noche, por representar mas

adecuadamente los niveles basales del metabolismo de estas sustancias en el cuerpo.
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Se ha encontrado una amplia variabilidad en los estudios de concentraciones normales
de catecolaminas, pero sobre todo muy diversas unidades utilizadas en los reportes. Asi por
ejemplo, en mediciones de catecolaminas en personas menores de 60 afos, se ha
encontrado que los valores normales de epinefrina estan por debajo de 20 yg/dia, en el caso
de norepinefrina son menores de 100 ug/dia y para la dopamina se esperan valores por
debajo de los 400 uyg/dia (Bionalytical Systems 2001, IBL online catalogue 2004).

Los estudios con adultos mayores, presentan datos que no permiten una comparacion
con los valores normales antes reportados, pues, ademas de que la unidad en la que se
expresan es diferente, los reportes se basan no en valores normales, sino en criterios de
contribucion a la carga alostatica, asi, cuando el dato resulta mayor o igual a cinco
microgramos de epinefrina por gramo de creatinina, o mayor o igual a 48 microgramos de
norepinefrina por gramo de creatinina, se produce un aporte para el aumento de la carga
alostatica del adulto mayor que se esta evaluando (Seeman et al. 2001, Seeman et al.
2004). No se encontraron estudios semejantes en adultos mayores en donde se evaluen los

valores de Dopamina.

2.7 Principio de Cromatografia de columna

Como ya se mencioné en la introduccién de este trabajo, el método seleccionado para
la medicion de catecolaminas es el de cromatografia liquida de alta resolucion. Los métodos
cromatograficos en general implican el paso de una solucién a través de un medio (columna)
que presenta una adsorcion selectiva para los distintos componentes del soluto (Mathews y
van Holde 1999).

La columna esta constituida por un material que puede adsorber moléculas de modo
selectivo debido a alguna diferencia en su estructura quimica; esta columna se humedece
con una solucién tampdén adecuada (fase movil). A continuacién se coloca la mezcla de las
moléculas que se van a separar en la parte superior de la columna y se hace pasar
lentamente a lo largo de esta, junto con una solucién tampdn. Se toman fracciones, mientras
continla este proceso de elusion (paso a través de la columna). Algunas clases de
moléculas sélo se adsorben débilmente o no se adsorben en lo absoluto, con lo que son las
primeras en eluir. Las que se adsorben con mas intensidad, son por tanto, las ultimas en
fluir. En ocasiones debe modificarse la composicion de la solucién tampén durante la
elusion, para eliminar las moléculas mas fuertemente ligadas (Mathews y van Holde 1999).

En los métodos cromatograficos, se le denomina fase movil a la soluciéon tampén en la

que se diluye la muestra por analizar, mientras que a la matriz sélida se le llama fase
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estacionaria. Es asi como el movimiento relativo de cada molécula es consecuencia de su
capacidad para permanecer asociada con la fase estacionaria, mientras que continua

fluyendo la fase movil (Mckee y Mckee 2003).

2.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion, es la técnica de separacién mas
ampliamente utilizada por su aplicabilidad en la industria y en muchos campos de la ciencia.
Su versatilidad se ve reflejada en caracteristicas de gran utilidad como lo son su sensibilidad,
facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas e idoneidad para la separacion
de especies no volatiles o termolabiles (Skoog y Learly 1994).

Es una de las modificaciones mas recientes de las técnicas de cromatografia de
columna, en la que las muestras son inyectadas, y arrastradas a altas presiones en un
aparato automatizado (2000-4000 psi), para hacer que las soluciones pasen rapidamente a
través de la fase estacionaria. Con este método, las separaciones que anteriormente
tardaban horas, en la actualidad pueden realizarse en minutos y con una resolucion mas

elevada (Mathews y van Holde 1999).
2.7.1.1 Instrumentacion para cromatografia de liquidos

A continuacién se describen de manera general los componentes fundamentales de un
cromatografo de alta resolucion:

Recipientes para la fase movil y sistemas para el tratamiento de los disolventes

Los sistemas para HPLC se equipan con uno o mas recipientes de vidrio o de acero
inoxidable, cada uno de los cuales contiene aproximadamente 500ml de un disolvente. Los
recipientes a menudo se equipan con un sistema para eliminar los gases disueltos
(desgasificador) que permite eliminar principalmente oxigeno y nitrégeno que interfieren
formando burbujas en los sistemas de deteccion. Los sistemas también deben incluir un
dispositivo para la filtracion del polvo y de las particulas sélidas en suspension de los
disolventes (Skoog y Learly 1994).

Una separacion que utiliza un solo disolvente de composicién constante se denomina
elusion isocratica.

Sistemas de bombeo: Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC son
rigurosos e incluyen: a) generacion de presiones por encima de 6000 psi (Ibs/pulg?)- razén
por la que también se le llama cromatografia de alta presion-, b) un flujo libre de pulsaciones,

¢) un intervalo de caudales entre 0,1 a 10 ml/min, d) que esté formado por componentes
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resistentes a la corrosion. En el mercado existen tres tipos de bombas: las reciprocas, las de
desplazamiento, y las neumaticas, en su mayoria poseen dispositivos controlados por una
computadora para medir y regular el caudal o flujo (Skoog y Learly 1994).

Sistemas de inyeccion de muestra: Para favorecer la reproducibilidad con que se
puede introducir la muestra en la columna se inyectan volumenes muy pequefios en
sistemas que emplean asas o “loops” que permiten introducir la muestra a presiéon con una
precision relativamente alta (Skoog y Learly 1994).

Columnas analiticas para cromatografia de liquidos: Se construyen normalmente con
tubos de acero inoxidable de diametro interno uniforme. La mayoria de las columnas para
cromatografia de liquidos tienen una longitud entre 10 y 30 cm, un diametro de cuatro a
10mm y los tamarfios de las particulas de los rellenos mas comunes son tres, cinco y 10um
(Skoog y Learly 1994). La columna es el medio que retiene diferencialmente las sustancias
por evaluar y que las separa de manera que pueda realizarse efectivamente una deteccion
posterior.

Precolumnas: Se colocan delante de las columnas para aumentar la vida util de éstas,
eliminando la materia en suspensidon y los contaminantes de los disolventes. Ademas, la
precolumna se emplea para saturar la fase estacionaria con la fase mévil y asi minimizar las
pérdidas de ésta en la columna analitica. La composicion del relleno de precolumna debe
ser semejante al de la columna analitica, sin embargo, el tamafio de particula generalmente

es mayor, para minimizar la caida de presion. (Skoog y Learly 1994).

Termostatos: Son hornos que controlan la temperatura de las columnas analiticas
hasta en décimas de grado. En muchas aplicaciones no se necesita un control estricto de
temperatura, sin embargo, si ésta se controla, se obtienen cromatogramas mejor definidos.

Tipos de relleno de la columna: En cromatografia liquida se han utilizado dos tipos
basicos de relleno: el pelicular y el de particula porosa. El primero consiste en esferas de
vidrio o de polimero, no porosas, y con diametros de 30 a 40um. En la superficie de estas
esferas se deposita una capa delgada y porosa de silice, aliumina o de una resina de
intercambio idnico; en algunos casos también se adiciona un recubrimiento con una fase
estacionaria liquida que se mantiene fija por adsorcion. Los de particulas porosas estan
formados por esferas con diametros entre 3 y 10um, hechas a partir de silice, alimina o
resinas de intercambio i6énico (Skoog y Learly 1994).

Detectores: Existen distintos tipos de detectores para cromatografia liquida segun las
necesidades o disponibilidad para el anadlisis de las sustancias en cada caso. Existen
detectores que miden absorbancia, fluorescencia, indice de refraccion, dispersién de luz, y

por espectometria de masas (Skoog y Learly 1994). También hay detectores
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electroquimicos como el que se utilizé para la medicion de catecolaminas en el Programa de
Investigacion en Neurociencias.

Detectores electroquimicos: Estos dispositivos se basan en cuatro métodos
electroanaliticos que incluyen la amperometria, la voltamperometria, la coulombimetria y la
conductimetria. Los procedimientos electroquimicos de deteccion ofrecen ventajas por su
elevada sensibilidad, simplicidad, adecuacion y extensa aplicabilidad. Los cromatégrafos con
deteccion electroquimica funcionan con dos electrodos, uno de ellos es el de referencia y el
otro es el de trabajo. El electrodo de trabajo es de platino, oro, carbono vitrificado o de pasta
de carbono y es donde se llevan a cabo las oxidaciones o reducciones de las sustancias por
evaluar. El electrodo de referencia se coloca mas adelante en el canal de flujo, por detras del
bloque del electrodo de trabajo y con base en él se mide la diferencia de potencial que
existe, asi como la intensidad de la sefial que emite cada sustancia (oxidada o reducida),
sefal que ademas se amplifica para lograr su deteccion por los aparatos de medicion
internos. El efluente de la columna pasa primero por el electrodo de trabajo, donde sufre un
proceso de reduccion (u oxidacion); a continuacion, el segundo electrodo actia como catodo
(o anodo) para detectar de ésta manera el producto de la oxidacion (o reduccién) que ha

sufrido la sustancia en analisis (Skoog y Learly 1994).
2.8 Bases tedricas de la deteccidén electroquimica

La deteccion electroquimica difiere de otros métodos de detecciéon en que los analitos
experimentan una reaccidén electroquimica mientras estan siendo analizados. Mientras se
lleva a cabo la elusién a través de la columna, el analito pasa a través de la celda
electroquimica, donde experimenta también una oxidacién o reduccion en el electrodo de
trabajo.

El controlador (potenciostato) mantiene el potencial del electrodo de trabajo en un valor
en el que causa la electrdlisis del analito (el valor esta dado en relacién con el electrodo de
referencia). Simultdneamente mide la corriente de electrdlisis resultante de la oxidacién (o
reduccion) del analito (Waters 1991).

Si el potencial es mayor (mas positivo para las oxidaciones 0 mas negativo para las
reducciones) que lo requerido para la electrdlisis de los analitos, una carga medible pasa
desde el electrodo hacia el analito o viceversa, y la corriente resultante es directamente
proporcional a la concentracion del soluto que esta pasando a través del canal de flujo, esta
corriente sera subsecuentemente convertida a voltaje de modo que es posible obtener los

cromatogramas (BAS 1983).
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2.9 Principio de extraccién en fase sélida

La extraccion en fase soélida es un método que se utiliza para el pretratamiento de las
muestras antes de ser analizadas, y que por sus caracteristicas permite su uso en distintas
aplicaciones como analisis ambientales y farmacéuticos, analisis bioquimicos, de quimica
organica, analisis de alimentos y HPLC entre otros (Macherey-Nagel 2000).

El proceso de extraccion en fase sdlida presenta algunas ventajas sobre los métodos
de extraccion liquido-liquido, como lo son:

* Bajo consumo de solventes.

¢ Disminuye el tiempo del proceso y tiene un alto potencial de automatizacion.

e La preparaciéon de las muestras utilizando extraccion en fase sélida puede ser mas
especifica, pues pueden promoverse tantas y tan diferentes interacciones del analito
con la fase sélida como sea necesario.

* Las condiciones de la extraccion pueden ser optimizadas de manera que se ajusten
al proceso y condiciones de la técnica de cromatografia con la que se cuente.

* El proceso de extraccion en fase sdlida ofrece amplia variedad de columnas
absorbentes para interacciones polar hidrofébico y/o idnicas, mientras que la
extraccion liquido-liquido esta limitada por el equilibrio “de particién” de la fase liquida
(Thermo Electron Corporation 2004-2005).

Los principales objetivos del proceso de extraccion en fase soélida son:
* Remover de la matriz los compuestos de interferencia.
e Concentrar y aislar selectivamente el analito de interés.
e Cambiar la matriz del analito, de manera que pueda llevarse a cabo con éxito el

analisis posterior (Thermo Electron Corporation 2004-2005).

El analito puede ser absorbido en el material de la columna de extraccion o fluir
directamente a través de ésta, mientras que las sustancias de interferencia son retenidas.
(figura siete). Antes de adicionar la muestra se realiza generalmente un acondicionamiento
de la columna con un liquido que humedece la columna pero que no se adhiere a ella por
sus caracteristicas quimicas.

Los dos procesos generales de separacion se muestran en la figura siete.

En el primer caso la muestra se hace pasar a través de la columna de extraccion. Las
moléculas del analito son absorbidas, mientras que los compuestos de interferencia son

lavados con una solucion que permite solubilizarlos. Finalmente el analito es removido de la
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columna con un eluyente que permite arrastrarlo para su andlisis (figura siete-A) (Macherey-
Nagel 2000).
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Figura 7. Mecanismos mediante los que se logra la elusién de los compuestos en el proceso de
extraccion en fase sélida. A. Las moléculas del analito son adsorbidas primero. B. El
analito eluye antes que los compuestos de interferencia. Tomado de (Macherey-Nagel
2000).

En otros casos, los compuestos de interferencia quedan fuertemente atrapados en el
absorbente, ofreciendo la posibilidad de una prepurificacion de matrices dificultosas. Este

procedimiento se muestra en la figura siete-B (Macherey-Nagel 2000).

2.9.1 Interacciones moleculares en la extraccion en fase sélida

2.9.1.1 Interacciones no polares

Ocurre entre los residuos de hidrocarbonos de los grupos funcionales en la columna
de absorcion, y el analito. Mientras mas compuestos organicos tengan una estructura no
polar, pueden ser mejor absorbidos con columnas no polares gracias a las fuerzas de van
der Waals que se establecen entre ellos.

Casi todos los compuestos organicos tienen algun potencial de interacciéon no polar.
Las excepciones son compuestos que poseen un amplio numero de grupos polares o

idnicos.
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Las tipicas columnas con caracter no polar son por ejemplo las silicas C18ec, C18,
C18 Hydra y C18 modificada. Estas columnas muestran una baja selectividad pues sus
grupos funcionales, sustituyentes alquil, pueden interactuar con casi todos los analitos no
polares y pueden ser usadas para el aislamiento de grupos de sustancias de diferente
estructura. En este tipo de columna el acondicionamiento se lleva a cabo con solventes
miscibles en agua (metanol, isopropanol, etc), seguido por el solvente en el cual el analito

estara disuelto (Thermo Hypersil-Keystone 2002).
2.9.1.2 Interacciones polares

Incluyen interacciones de los puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo y n-n, las cuales
pueden ocurrir entre las columnas y los grupos funcionales de muchas y muy diferentes
sustancias y solventes. Algunas de estas interacciones se dan con grupos amino, hidroxilo y
carbonilo, incluso con anillos aromaticos y dobles enlaces. Los tipicos absorbentes polares
incluyen silica modificada con los siguientes grupos funcionales: CN, NH,; y OH (diol),
aunque también presentan silica no modificada.

En general, los compuestos polares son facilmente absorbidos por una columna polar
en un ambiente no polar, y son eluidas con solventes polares.

Las columnas polares se acondicionan con solventes no polares (Termo Hypersil-
Keystone 2002).

En el estudio que se realizd, se emplearon las técnicas de extraccion en fase sélida y
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion electroquimica para la medicion de
catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) en orina de adultos mayores.

El protocolo para su cuantificacién se estandarizé y validé después de realizar las

pruebas que se describen en el siguiente apartado.
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3. MATERIALES Y METODOS

Las evaluaciones analiticas correspondientes al Trabajo Final de Graduacion se
llevaron a cabo en los laboratorios del Programa de Investigacién en Neurociencias, en la
Universidad de Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca.

La definicién del protocolo para la medicién de catecolaminas en orina comprende la
estandarizacion de tres procesos: la colecta de la muestra, el andlisis, y el manejo y
manipulacién de la misma.

A continuacidn se describe la metodologia mediante la que se logré la validacién de los
protocolos que se emplearan en lo sucesivo en el Programa de Investigacién en

Neurociencias, para el analisis de catecolaminas de las muestras del Proyecto CRELES.

3.1 Colecta

Para determinar el procedimiento a seguir en la colecta de las muestras, se realizé una
revision bibliografica exhaustiva, utilizando como base otros estudios que han evaluado
carga alostatica en adultos mayores (Ming-Cheng et al. 2000, Seeman et al. 2001, Seeman
et al. 2004). Con base en esos estudios, otras referencias de analisis y la disponibilidad de

materiales en el pais, se hicieron algunas adaptaciones al nuevo método de trabajo.

3.1.1 Determinacion del refrigerante

La literatura sefiala que una posible forma de preservar la muestra de orina es la
utilizacion de un refrigerante que mantenga la muestra a una temperatura igual o menor a
cuatro grados Celsius durante el periodo de colecta. En el caso del proyecto CRELES este
periodo es de 12 horas, y a eso se le suma el tiempo desde que se entrega el recipiente,
hasta que este se recoge el dia siguiente. En total el tiempo que se requiere el refrigerante
para mantener la muestra preservada es de aproximadamente 24 horas. Por esta razén se
realiz6 una prueba de durabilidad de dos refrigerantes que estaban disponibles para la
compra (hielo seco y en gel) y se evalu6 su idoneidad de acuerdo con los requerimientos del
mantenimiento de las muestras en el proyecto CRELES.

Para ello se realizé un ensayo con dos recipientes de plastico con capacidad para 1920
ml (TX-1/2G, Proplax) colocados dentro de un material aislante del calor, y en el que se

encontraba también el refrigerante a evaluar en cada caso.
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El hielo en gel estaba empacado en bolsas de diferentes tamafios pertenecientes a
distintas casas comerciales extranjeras (Cold Pack, Glaciar Ice, Cold Ice, Re-Freez-R-Brix);
las bolsas cubrian en su totalidad la superficie del recipiente de plastico, tal y como se
observa en la figura ocho. El hielo seco empleado, era un bloque de tres kilogramos que se
colocé junto a la botella y se adquirié en la empresa Florida Bebidas.

A cada botella de plastico se le adicionaron 250ml de agua a 37°C cada cuatro horas
aproximadamente, para simular la adicion de orina en condiciones normales de colecta de
muestra. El agua se calenté en horno microondas durante 30 segundos y se regulé hasta
obtener la temperatura deseada, utilizando agua fria. La medicion se realiz6 con un
termometro VWR Scientific (cat No. 61010-020) con una escala entre -20°C y 110°C.

Se midi6 la temperatura ambiente y de la muestra cada hora, durante 12 horas; en la
medicién de la muestra se introdujo el termdmetro durante 10 segundos y se elevo luego a la
altura de los ojos para determinar la marca del mercurio.

A continuacién se hicieron observaciones cada tres horas para determinar el tiempo en
el que cada refrigerante se descongelaba por completo.

Para determinar si existian diferencias entre las propiedades de las marcas de hielo gel
extranjeras y nacionales, que influyeran en las condiciones de colecta durante el proyecto
CRELES, se evaluaron las caracteristicas de una marca de hielo gel que facilitd un
proveedor nacional (lce Pack) comparando este con las caracteristicas del hielo gel de
algunas de las marcas que se importan al pais (Cold Pack, Glaciar Ice, Cold Ice, Re-Freez-
R-Brix).

En este caso se emplearon también los recipientes de plastico de Proplax (TX-1/2G)
que se colocaron dentro de hieleras de estereofén cilindricas de 20,5cm de altura y 21,5cm
de diametro (Termopor). Las botellas se cubrieron en su totalidad por las bolsas congeladas
de hielo gel de las marcas a evaluar y hasta completar la capacidad de las hieleras de

estereofdn, tal y como se observa en la figura ocho:
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Figura 8. Diagrama del ensamblaje del recipiente para la colecta de las muestras de orina del
proyecto CRELES.
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Se realizaron observaciones cada tres horas durante 24 horas, para monitorear el
comportamiento del hielo gel de las diferentes marcas. Al igual que en el ensayo anterior, se

adicionaron 250ml de agua a 37°C, simulando la colecta de orina.

3.1.2 Determinacion del preservante

Puesto que en estudios previos que otros autores han realizado se han encontrado
diferencias en relacién con el preservante utilizado, se llevaron a cabo algunas pruebas para
determinar si se utilizaria algun refrigerante, si se emplearia acido clorhidrico 6N, ambos o
ninguno de estos preservantes para el mantenimiento de la muestra durante la colecta.

Se evalué la orina de cuatro individuos voluntarios (todos mayores de 60 afios, dos de
ellos varones). Los voluntarios recogieron su orina por la noche durante 12 horas (de 6 de la
tarde a 6 de la manana). La colecta se realizé con las mismas personas en cuatro dias

distintos, pero con diferentes condiciones de preservacion:

Cuadro 1. Condiciones de preservacién de las muestras por evaluar

Condicion de la colecta

Sin refrigeracion sin acido
Sin refrigeracion con acido
Refrigerada sin acido
Refrigerada con &cido

Las muestras refrigeradas durante la colecta, se recogieron en una botella plastica
cubierta con bolsas de hielo gel, que se introdujo en una hielera de estereofén. Las muestras
que se colectaron con acido, tenian 15 ml de HCI 6N dentro de la botella, previo a la colecta
(segun BAS 2001).

Los recipientes se entregaron debidamente etiquetados en cada uno de los dias de
evaluacion, y las muestras fueron recogidas por los técnicos la mafana siguiente de cada
dia de colecta.

Aquellas muestras que fueron colectadas sin acido, se separaron y trataron
diferencialmente previo a su almacenamiento. La mitad del volumen de cada muestra se
conservo sin el acido, y a la otra mitad se le adicioné HCI 6N, hasta alcanzar pH 2.

Se almacenaron en el congelador de -20°C hasta que se tuvo estandarizado y validado

el método de analisis (segun se describira en el siguiente apartado). Algunas réplicas de
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esas muestras, se colocaron en refrigeracion (aproximadamente cuatro grados Celsius) con
el objetivo de evaluar la estabilidad de las catecolaminas segun la condicion de
almacenamiento.

Para analizar si hubo variacién entre los tratamientos de colecta, se llevé a cabo un
analisis de varianza (SPSS 8.0). También se aplic6 ANOVA para determinar variaciones
entre las muestras almacenadas en el congelador y las que se mantuvieron en refrigeracion

previo al analisis.

3.2 Pruebas analiticas

Para el analisis y la medicién de catecolaminas en orina de adultos mayores se empled
el kit con el cédigo MF-9020 de la casa comercial Bioanalytical Systems Inc. (BAS 2001) el
cual, de acuerdo con esta compania, elimina la interferencia que causan la mayoria de los
medicamentos y otros contaminantes presentes en las muestras de orina.

El protocolo propuesto en el manual de instrucciones de esta casa comercial
(MF-9056)(BAS 2001), se adapté a las condiciones y al cromatografo con que cuenta el
Programa de Investigacion en Neurociencias (Detector Electroquimico: Waters 464 Pulsed;
Bomba: Waters 515 HPLC; Controlador de temperatura: BAS LC-22C).

Al inicio de cada apartado en esta seccion, se describen las condiciones iniciales de
analisis, tal y como lo recomienda el manual de instruccion del kit; posteriormente se detallan
las pruebas realizadas que modifican o confirman el empleo de estas condiciones en el
laboratorio. Las pruebas de las secciones subsiguientes en cada caso, incorporan los

mejores resultados de las pruebas que les preceden.

3.2.1 Preparacion de las sustancias empleadas en los analisis

3.2.1.1 Mezcla de orina

Se solicitd a voluntarios entre 18 y 45 afios de edad que colectaran sus muestras de
orina en recipientes plasticos que contenian 10ml de acido clorhidrico 6N. Todas las
muestras se mezclaron en un solo recipiente, hasta que se obtuvo un volumen aproximado
de 1000ml. La mezcla de orina se mantuvo en refrigeracién (aproximadamente cuatro
grados Celsius) y se homogenizé con agitacion antes de tomar una muestra en cada
evaluacion. La orina acidificada se utilizé por recomendacion de la casa Bioanalytical
Systems (BAS 2001).
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3.2.1.2 Estandares

Solucién estandar de trabajo

Esta solucién contiene no sélo epinefrina y norepinefrina que son de interés para el
estudio CRELES, sino que ademas incluye la dopamina, que es también una catecolamina y
que podria también medirse en orina con el protocolo que se esta probando.

Se pesaron cuantitativamente 4550 + 0.10 mg de epinefrina Bitartrato y
76.80 + 0.10 mg de norepinefrina Bitartrato. Estas cantidades fueron transferidas a un balén
aforado de 25.0 ml. Las sustancias se disolvieron y diluyeron en una solucién de acido
acético 0.5 M preparada previamente. Se transfirid cuantitativamente un mililitro de la
solucién preparada a un balén aforado de 100.0 ml.

Por otra parte se pesaron 12.38 + 0.10 mg de dopamina HCI, que fueron transferidos
cuantitativamente al mismo balon aforado de 100.0ml. Las sustancias se disolvieron y
mezclaron en acido acético 0.5 M. Como resultado, la solucion estandar de trabajo contenia
10 pg/ml de epinefrina, 15 pg/ml de norpinefrina y 100 ug/ml de dopamina.

Esta solucion estandar (también llamada solucién patrén) es utilizada para evaluar el
estado del sistema de deteccidn, los tiempos de retencién las sustancias, e incluso puede

utilizarse eventualmente como calibrador.

Solucién Madre de Estandar interno

Los estandares internos en cromatografia son sustancias con estructura quimica
similar a las sustancias que se estan evaluando. Se utilizan para compensar algun nivel de
degradacién y como control de la respuesta de los picos y de la calidad de las muestras. En
el caso de la deteccién electroquimica de catecolaminas en cromatografia liquida, el
estandar interno mas comunmente utilizado es Dihidroxibencilamina o DHBA. Para su
preparacion se pesaron 15.82 + 0.10 mg de DHBA*HBr y se transfirieron cuantitativamente a
un balén aforado de 100.0ml. El polvo se disolvié con acido acético 0.5 M y se aford. Esta

solucion contenia 100 ug/ml de DHBA.

Estandar interno, solucion de trabajo
Se prepardé a partir de la solucién madre de estandar interno, desde donde fueron
transferidos 10ml a un balén aforado de 100.0ml. Se aforé con acido acético 0.5M, para

obtener una solucion de 10 pg/ml de DHBA.
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Solucién de estandar acuoso

Se transfirieron 50 pl de la solucion estandar de trabajo a un balén aforado de 10.0ml,
al que también se le adicionaron 100 pl de estandar interno solucion de trabajo. La solucion
se aford utilizando para ello agua destilada. Esta solucién tiene concentraciones de 50 ng/ml
de epinefrina, 75 ng/ml de norepinefrina, 100 ng/ml de DHBA y 500 ng/ml de dopamina.

3.2.1.3 Calibradores

En la cromatografia y otros métodos de andlisis, generalmente se realiza una
cuantificacién comparativa en la que se tiene como patréon una muestra (o conjunto de
muestras) con concentraciones conocidas. Cuando se utilizan varias muestras, se elabora
una curva multipuntos que se emplea como un patrén, que resulta mas confiable para la
medicidn, y permite a su vez corroborar la linealidad del método.

En este caso, las curvas de calibracion se realizaron a partir de varias muestras con
concentraciones conocidas de las sustancias por evaluar.

Inicialmente se prepard una solucién acuosa a una concentracion de 150 ng/ml de
Epinefrina, 225 ng/ml de Norepinefrina y 1500 ng/ml de Dopamina. El volumen de ésta
solucion inicial (Calibrador uno) fue de 10ml. Posteriormente se realizaron diluciones
sucesivas 1:1, es decir, que se tomaron cinco mililitros del Calibrador uno y se le adicionaron
cinco mililitros de agua destilada hasta alcanzar 10ml, para obtener el Calibrador dos; de
este ultimo se tomaron cinco mililitros a los que se le adicionaron cinco mililitros de agua
para obtener el calibrador tres y asi sucesivamente hasta preparar el Calibrador seis.

Las concentraciones de los calibradores preparados son las siguientes:

Cuadro 2. Concentracion de las catecolaminas en los calibradores preparados

Concentracién (ng/ml)

Calibrador
Epinefrina  Norepinefrina Dopamina
1 150 225 1500
2 75 112.5 750
3 37.5 56.3 375
4 18.8 281 187.5
5 9.4 141 93.8
6 4.7 7.0 46.9
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También se prepararon calibradores en los que se sustituyé el agua destilada por
orina acidificada proveniente de la mezcla de orina. El procedimiento que se siguid para

prepararlos fue el mismo que se utilizé al preparar los calibradores acuosos.
3.2.2 Calculo de la concentracién de catecolaminas segun la respuesta obtenida

El calculo de la concentracidn de la muestra incégnita es dependiente de la respuesta
(area o altura del pico) de la catecolamina que se esta evaluando, en comparacién con un
estandar de concentracién conocida o calibrador.

El calculo de la concentracion se lleva a cabo con la siguiente ecuacion:
B (S X U)
P

Donde: C: Concentracién de la catecolamina en la incégnita

C

S: Concentracién conocida de la catecolamina en el calibrador
U: Respuesta de la catecolamina en la incégnita

P: Respuesta de la catecolamina en el calibrador

En el laboratorio del Programa de Investigacion en Neurociencias este calculo se lleva
a cabo en el software de integracion conectado al cromatégrafo (Chromatography Station for
Windows CSW32), el que, una vez que se ha programado para utilizar los datos adecuados
captados desde el detector, despliega el resultado del calculo automaticamente, asi como

los cromatogramas correspondientes a cada muestra inyectada.
3.2.3 Elaboracion de las curvas de calibracion

Se elaboraron curvas lineales empleadas como patrones de calibracion en la
determinacion de la concentracion de catecolaminas. Las curvas se elaboraron con la
inyeccion de los calibradores preparados segun se describe en el apartado 3.2.1.3.

En el grafico que se elabora a partir de éstos calibradores, los puntos de la curva
corresponden a valores de respuesta (mV) en el eje de las y, y concentracion de las
catecolaminas (ng/ml) en el eje de las x; se traz6 posteriormente una linea de mejor ajuste
entre los puntos, y se calculé en cada caso el coeficiente de correlacién y la ecuacién de la
recta.

Las curvas se realizaron con los calibradores dos, tres, cuatro y cinco. No se utilizo el
calibrador uno, pues tenia una concentracion tal, que los picos de las sustancias
sobrepasaban el rango de deteccién, tampoco se empleé el calibrador seis, ya que mostraba

concentraciones tan bajas (sobre todo de epinefrina) que no eran detectables por el aparato.
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3.3 Extraccién en fase sélida (EFS)

3.3.1 Condiciones iniciales de trabajo

Con el objetivo de limpiar la muestra de orina de los contaminantes que interfieren en
la deteccion de las catecolaminas, se realizé una extraccion en fase sdlida previa a la
inyeccion de la muestra en el cromatégrafo.

Los cartuchos o columnas, asi como los reactivos para la extraccién (Reactivo A:
Solucion de Pretratamiento de catecolaminas en orina; Reactivo B: Solucion de lavado de
columna uno; Reactivo C: Solucién de lavado de columna dos; Reactivo D: Solucion de
elusion), estan incluidos dentro del kit de BAS, y las condiciones iniciales de trabajo son las
que se describen en el manual de instruccion de este Kit.

Para la extraccién se emple6 ademas una camara (Vac Elut 20, Varian) (figura nueve)
y una bomba para generacién de vacio (Gast, Modelo DOA-V152-AA)

Antes de iniciar con el proceso de extraccion, cada muestra de orina se dejo
descongelar a temperatura ambiente y se agité durante 10 segundos con un vortex (Phoenix
AP56) a velocidad cinco, con el objetivo de homogenizarla.

Se transfirid un mililitro de orina a un tubo de ensayo, al que ademas se le adicion6
20ul de la solucién de trabajo de estandar interno y un mililitro del reactivo A. Esta solucién
se homogenizd con el vortex durante 10 segundos, y utilizando la misma velocidad de
agitacion.

Después de colocar adecuadamente las columnas de extraccion por emplear (BAS,
lote #3002604) en la camara de vacio (segun la hoja de instruccion de extraccion con
Manifold, Varian) (figura nueve), se colocaron dos mililitros de metanol en cada cartucho y se
encendi6 la bomba, de manera que se tuviera un flujo de elusion de aproximadamente un
mililitro/minuto (la regulacion del flujo se realizé en la valvula de salida).

Antes de que el metanol terminara de eluir, se agregaron dos mililitros de reactivo B,

que eluyeron también a un flujo de un mililitro/minuto.
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Figura 9. Diagrama de la camara de vacio y colocacién adecuada de las columnas de extraccion.
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A continuacion se adicion6é a cada cartucho la mezcla preparada previamente con la
muestra de orina y el reactivo A, en este caso también se siguié aplicando vacio para la
elusion.

De seguido se hicieron pasar otros dos mililitros de reactivo B, y posteriormente dos
mililitros de reactivo C, siempre al mismo flujo.

Finalmente se adicionaron dos mililitros de reactivo D en cada cartucho, los cuales se
colectaron en un nuevo tubo de ensayo. (Antes de este paso, todos los liquidos eluidos
fueron desechados).

En todos los casos se evitd siempre el paso de aire a través de la columna (excepto al

final del proceso para extraer todo el eluente D).
3.3.2 Estabilidad de las muestras con previa EFS

Se prepard una muestra de solucion estandar acuoso, a partir de la cual se tomaron
cinco muestras que fueron procesadas con EFS. De igual manera se hicieron pasar cinco
muestras del pool de orina a través de las columnas de extraccion.

La totalidad de las muestras fueron analizadas el dia de la extraccion y se colocaron de
inmediato en el refrigerador. Una semana después se evaluaron nuevamente.

Para determinar las posibles diferencias estadisticas entre los grupos, se llevé a cabo

un analisis de varianza.
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3.4 Condiciones del sistema de cromatografia para el analisis de catecolaminas

3.4.1 Condiciones iniciales de trabajo

Detector Electroquimico Waters 464 Pulsed

Bomba Waters 515 HPLC

Columna de separacion Incluida en el kit BAS (ODS; MF-6213-CL)
Fase movil Incluida en el kit BAS (CF-1102); se recirculd
Flujo un mililitro/minuto

Volumen del loop 50011

Volumen inyectado 1000d1

Temperatura de la columna de separacion 40 °C

Controlador de temperatura BAS LC-22C

Integracién Por estandar interno

Determinacion de la respuesta Por area del pico

Potencial aplicado 600 mV

Intensidad de corriente del electrodo de trabajo 20 nA

3.4.2 Evaluacioén del potencial e intensidad de corriente aplicada en la deteccién

La literatura sefala que las catecolaminas son detectables en rangos que van desde
550mV hasta 800mV, razén por la que se evalud la influencia de esa variacion del potencial
y de la sensibilidad o intensidad de corriente, en la respuesta y deteccion de las
concentraciones de las catecolaminas.

Para ello se inyectdé una muestra del estandar acuoso en cada una de las siguientes

condiciones:

Cuadro 3. Planteamiento de evaluaciéon de distintas intensidades de corriente y potencial de
trabajo en el detector electroquimico.

Intensidad de corriente (nA) Potencial (mV)
20 700
10 700
20 800
10 600
20 600

No se probé la inyeccién a 10 nA y 800 mV pues a esa sensibilidad y con las concentraciones de las

sustancias utilizadas en el analisis, los picos generados estarian fuera del rango de deteccion.
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Se evaluo la respuesta obtenida en cada caso con base en la altura de los picos en los
cromatogramas (como excepcién a lo que se proponia en las condiciones iniciales de

trabajo).

3.5 Valor estadistico del ensayo y otras condiciones

3.5.1 Variacion entre dias

Para evaluar la variacién del ensayo entre los dias se inyecté:

a) la solucion de estandar acuoso

b) esa misma solucion pero una vez que se ha hecho pasar a través de las columnas

de extraccion en fase sélida

¢) la mezcla de orina.

De cada una de estas muestras se hicieron cinco inyecciones diarias durante tres dias
consecutivos.

Para evaluar si hubo diferencias significativas entre los dias de medicion se realizé un
analisis de varianza con los datos de concentracion de las muestras. Los calculos de la
concentracién de todas las muestras inyectadas se realizaron por estandar externo contra

una curva de calibracion lineal.

3.5.2 Estabilidad de los calibradores

Una prueba adicional se llevd a cabo para evaluar la estabilidad de los calibradores en
el tiempo. Asi, se prepararon calibradores acuosos en el dia uno, y se inyectaron ese mismo
dia, se inyectaron también en el dia dos y el dia tres después de la preparacion. La
respuesta (altura de los picos) obtenida, se comparé entre los dias mediante una analisis de

varianza.
3.5.3 Repetibilidad

Un sistema de medicién es repetible si multiples mediciones de exactamente la misma
parte son iguales o muy parecidas. Para evaluar la repetibilidad del ensayo se inyecto:
d) la solucion de estandar acuoso
e) esa misma solucién pero una vez que se ha hecho pasar a través de las columnas
de extraccion en fase solida

f) la mezcla de orina.
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De cada una de estas muestras se hicieron 15 inyecciones para evaluar la repetibilidad
del ensayo, asi como la posible variacion de esa repetibilidad segun la matriz empleada. De

las 15 inyecciones se obtuvo el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

- n
Promedio ( X) = 2—
n

. . E (X —x)2
Desviacion estandar (DS)=

n-1

D
Coeficiente de variacion (CV) = TS x100

Los calculos de la concentracion de todas las muestras inyectadas se realizaron por
estandar externo contra una curva de calibracion lineal segun se describe en el apartado
3.2.3.

3.5.4 Exactitud

La exactitud se entiende como la habilidad del instrumento de medicién para obtener,
en promedio, una medida que es igual al valor verdadero.

Para probar que el aparato y la técnica utilizada para la medicidon son confiables, se
realizé una prueba en la que se determiné la exactitud de la medicién. Se elabord una curva
lineal con los calibradores acuosos.

Se hicieron 15 inyecciones de una muestra estandar acuosa, cada una de las
inyecciones, asi como el promedio de éstas, se compararon contra la curva de calibracion.

La exactitud se calculé con la siguiente ecuacion:

E = Valor esperado — Valor obtenido x 100

Valor esperado

3.5.5 Linealidad

Se refiere a la consistencia de las mediciones bajo un rango de valores verdaderos. Se
evalud la linealidad alcanzada con:

a) los calibradores acuosos sin previa extracciéon

b) los mismos calibradores pero que incorporaron el proceso de EFS

c) enlos calibradores de orina.
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Ademas se realizaron las curvas lineales de estas sustancias en dos dias consecutivos
con las muestras preparadas en el primer dia, esto con el objetivo de evaluar a través del

tiempo, la estabilidad de los calibradores preparados.

3.6 Variantes planteadas al método de trabajo de acuerdo con los resultados
obtenidos

3.6.1 Determinacion del porcentaje de recuperacion

Se probaron distintas columnas de extraccion, para evaluar si la respuesta obtenida
variaba segun el lote al que éstas columnas pertenecian. Para ello se evalu6 el porcentaje
de recuperacion de las catecolaminas después de la extraccidén con cada lote utilizado.

Se efectud el procedimiento de extraccion del estandar acuoso simulando el proceso
de EFS que debe realizarse con las muestras de orina. Se realizaron extracciones con los
tres diferentes lotes enviados desde la casa comercial que distribuye el kit, y se inyectaron
para su deteccion en el HPLC. También se hicieron mediciones de muestras del estandar
acuoso sin extraccidon previa. En cada caso se hicieron cinco inyecciones. El porcentaje de

recuperacion en cada catecolamina se obtuvo de la siguiente manera:

% de recuperaciéon = Promedio de catecolamina en el acuoso con previa EFS x 100

Promedio de la catecolamina en el acuoso sin EFS
3.6.2 Velocidad de elusidn en el proceso de extraccion

Los resultados obtenidos previamente y la experiencia de otros laboratorios*
demuestran la criticidad de la velocidad de elusion en el éxito de la EFS. Por esta razén se
planted la modificacion del método inicial de EFS en el que aplicaba vacio en todo el
proceso, para ello:

Se evalud el porcentaje de recuperacion de las catecolaminas y el estandar interno, al
eliminar parcialmente la aplicaciéon de vacio. Se hicieron 10 mediciones de la extraccion con
el lote 3002103. Cinco de ellas se obtuvieron con las condiciones recomendadas en el
manual de instruccion. A las otras cinco no se les aplicd vacio en el proceso de elusion del

metanol, la mezcla del acuoso con A, y los reactivos B y C. Se aplicé vacio al terminar la

* Baudrit, O. 2004. Extraccion en fase solida. (Comunicacién personal) Facultad de Farmacia, Universidad de

Costa Rica.
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elusion de los dos mililitros del reactivo C (para asegurar la extraccién de todo el liquido) y al
comienzo de la elusién del reactivo D. En cada caso se obtuvo el promedio de las
concentraciones de catecolaminas detectadas en el aparato y el porcentaje de recuperacion,
basado en el promedio de cinco inyecciones de la misma solucion de estandar acuoso sin la
extraccion ya descrita.

Se determiné ademas el tiempo promedio de extraccidn segun el procedimiento

empleado en cada caso.
3.6.3 Cantidad de eluente D colectado al final del proceso de EFS

Si bien las modificaciones planteadas previamente resultarian provechosas (segun se
vera en los resultados), se hizo necesario variar también la concentracién de la solucion
inyectada (eluente D), con el objetivo de lograr una mejor deteccion de las catecolaminas en
las muestras de orina.

Se inyectaron muestras de soluciones estandar acuosas que se colectaron en dos
mililitros, un mililitro y 0.5ml del eluente D durante el proceso de EFS, y se determiné el
porcentaje de recuperacion en cada caso. También se evalud la respuesta lograda en los
cromatogramas de muestras de la mezcla de orina, que se colectaron de igual forma con
volumenes de dos mililitros, un mililitro y 0.5ml del reactivo D.

Se eluy6 un mililitro adicional del reactivo D, posterior a la extraccion, con el objetivo de
evaluar si al disminuir el volumen colectado (ya no dos mililitros sino un mililitro o 0.5ml)
dejarian de extraerse catecolaminas porque éstas se mantenian adheridas a la columna de

extraccion.
3.6.4 Flujo y temperatura de la columna de separacion

La necesidad de obtener un procedimiento mas eficiente, con tiempos de corrida
menores y con una separacion confiable entre las sustancias evaluadas, llevd al
planteamiento de modificaciones en el flujo de corrida y temperatura de la columna de
separacion.

Se hicieron algunas pruebas que tenian como objetivo evaluar en cada caso el tiempo
total de la corrida del cromatograma, la separacién entre los picos de Epinefrina,
Norepinefrina y Dopamina, y las posibles variaciones causadas por la separacion lograda.

Se inyectaron tres muestras de solucion estandar acuosa en cada una de las

siguientes condiciones:
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Cuadro 4. Condiciones de evaluacion en el aparato de medicion (HPLC).

Flujo (ml/min) Temperatura de la columna (°C)
1.0 Temperatura ambiente
1.0 28
1.0 40
1.5 28

Primero se llevaron a cabo las pruebas en las que se evalud la variacién causada por
la temperatura en la columna de separacion, cuando se encontro la temperatura éptima, se
procedié a evaluar la variacion causada por el flujo de inyeccion. Se realizé una analisis de

varianza para determinar estadisticamente esa variacion en ambos casos.

3.6.5 Método de calibracion

Para determinar posibles variaciones por calibracion con estandar interno o externo, se
inyectaron 18 muestras de la solucién estandar acuosa. Seis de ellas se emplearon como
patrones de calibracion. De las 12 restantes, la mitad se evalué contra calibradores por
estandar externo, y las otras con esos calibradores por estandar interno. Se evalué si hubo
diferencias significativas entre ellos por medio de un analisis de varianza.

Posteriormente se inyectd una solucion acuosa a la que se le realizé el proceso de
EFS. Al inyectarla y analizarla en el HPLC se calibré por estandar externo, con una
integracién que considera el area de los picos, y sobre la misma inyeccion, otra integracién
que considera la altura de estos.

Para ésta solucién acuosa, se obtuvo el porcentaje de recuperacién logrado al utilizar

una u otra variable de integracion.

3.7 Prueba piloto

Una vez que se definieron los protocolos de trabajo del PIN e implementaron las
modificaciones necesarias como resultado de las pruebas realizadas, se llevé a cabo un
experimento piloto con 15 individuos incluidos dentro de la muestra seleccionada para el
proyecto CRELES. Con los resultados obtenidos, se determiné la precisiéon del método
estandarizado.

La selecciéon de la muestra de CRELES, se realiz6 a partir del Censo Nacional del 2000

en el que se seleccionaron al azar 8000 individuos mayores de 60 afos al momento del

43



censo, de esos 8000 se realizé un muestreo estratificado por edad (con un sobre-muestreo
de los individuos con 80 afios y mas) de donde se eligieron 3000 individuos distribuidos en
50 areas de salud (segun sistema nacional de salud) y ubicados en el area metropolitana del
pais (80%) y en el resto del pais (20%).

A todos los individuos que participaron en esta prueba piloto se les solicité la firma de
un consentimiento informado, tal y como se hara con todos los demas voluntarios que
eventualmente participaran en el proyecto. El proyecto y las pruebas que se llevan a cabo

fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Costa Rica.
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4. RESULTADOS

Se muestran a continuacion los resultados obtenidos en cada una de las pruebas en

las distintas etapas de estandarizacion.

4.1 Determinacion del refrigerante

Tal y como se puede observar en la figura 10, en todas las mediciones realizadas, el
hielo seco permite el mantenimiento de la muestra a temperaturas mas bajas de las que se
logran con el hielo gel. El hielo seco hace que la muestra se mantenga congelada en la
mayor parte del periodo analizado, esto a pesar de que la prueba se realizé con un bloque y
no con hojuelas que permitieran cubrir toda la superficie del recipiente colector. El bloque se
sublimo por completo al cumplir 33 horas desde el comienzo de la evaluacion, mientras que
en el caso del hielo en gel la temperatura minima obtenida fue de cuatro grados Celsius, y
se descongeld por completo al cumplir 20 horas fuera del congelador.

Los picos observados a las cuatro, ocho y doce horas corresponden a las simulaciones
de orina colectada, tal y como se describié en el apartado correspondiente de materiales y
métodos. Este comportamiento en los refrigerantes se presentd en rangos de temperatura
ambiental entre los 20,0 y 24,5 °C.
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Figura 10. Evaluacion de la temperatura de muestras colectadas con distintos refrigerantes.

Cuando se evaluaron las marcas del hielo gel disponibles en el mercado nacional, se
encontré que la marca Ice Pack tiene un comportamiento en el tiempo muy semejante a las

otras marcas de proveedores extranjeros. Después de 24 horas, todas las bolsas con hielo
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gel se habian descongelado por completo, sin embargo la temperatura de la muestra aun se
mantenia alrededor de los cinco grados Celsius, tal y como se observa en la figura 11. La

temperatura ambiental durante el ensayo oscil6 entre los 22.0 ‘Cy 28.5 °C.

35—

T Marcas extranjeras
B Ice Pack

30—

25+

20+

15+

Temperatura (°C)

10+

o a d

0 2 5 7 9 19 24
Horas transcurridas

Figura 11. Evaluacion de la temperatura de muestras colectadas con distintas marcas de hielo gel.

4.2 Determinacion del preservante

Al hacer el analisis de varianza, se encontrd que no existe diferencia significativa en las
concentraciones detectables segun el tratamiento utilizado para el mantenimiento de la
muestra durante la colecta (a= 0.621 para epinefrina) (a= 0.916 para norepinefrina)
(= 0.935 para dopamina). El promedio de los valores obtenidos por cada tratamiento se
presenta en el cuadro cinco.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de las
catecolaminas segun las condiciones de almacenamiento previo al analisis (Procedimiento
descrito en el apartado 3.1.2). Los resultados del andlisis de varianza en esta prueba fueron:

a=0.185 para epinefrina; a= 0.630 para norepinefrina y a= 0.688 para dopamina.
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Cuadro 5. Promedio de la concentracién de las catecolaminas segun los tratamientos en la

preservacion de la muestra durante la colecta. Los valores estan dados en ng/ml +

Desviacion estandar.

Tratamiento Sustancia
Epinefrina Norepinefrina Dopamina
SRSA 298 +1.71 8.78 +7.93 57.90 + 66.32
SRSA + HCI 211 +1.89 5.06 +5.17 42.10 + 46.31
SRCA 1.60 +0.78 7.67 +1.96 59.61 + 25.50
CRSA 1.76 + 1.51 8.09 + 6.58 62.24 + 52.49
CRSA + HCI 1.92 + 0.89 8.25 + 3.67 65.92 + 41.58
CRCA 1.64 + 0.83 717 +1.78 43.98 + 25.89

SRSA: Sin refrigeracion, sin acido

SRSA + HCI: Sin refrigeracion, sin acido (colecta) con adicion de acido previo almacenamiento.
SRCA: Sin refrigeracion, con acido

CRSA: Refrigerado, sin acido

CRSA + HCI: Refrigerado, sin acido (colecta) con adicion de acido previo almacenamiento.
CRCA: Refrigerada, con acido.

A pesar de que estadisticamente no se encontraron diferencias entre los tratamientos,
en la resolucién de los cromatogramas y limpieza en la linea base si se observd alguna
variacioén, especificamente en los tratamientos sin refrigeracién a los que no se les adiciona
acido durante la colecta, pero que antes de almacenarlos se llevan a pH dos con &acido
clorhidrico. A manera de ejemplo, en la figura 12 se colocan varios cromatogramas de
muestras de la misma persona, colectadas en diferentes condiciones, en donde se observa
el comportamiento descrito. La figura no muestra el eje de la respuesta (voltaje) pues sélo

pretende una comparacién de la degradacion o limpieza en los picos observados.

SRSA
CRSA

CRSA + HCI '

SRSA + HCI

15
Tiempo (mirarcs)

20

Figura 12. Comparacién de la resolucion y limpieza de los cromatogramas, segun el tratamiento de
colecta empleado en cada caso. SRSA: Sin refrigeracion, sin acido. CRSA: Refrigerado, sin &cido.

CRSA + HCI: Refrigerado, sin &acido (colecta) con adicion de acido previo almacenamiento. CRCA:

Refrigerada, con acido. SRSA + HCI: Sin refrigeracion, sin acido + Acido clorhidrico posterior a la colecta.
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4.3 Extraccion en fase sélida

Al llevar a cabo el proceso de extraccion en fase sdlida con las columnas del lote #
3002604 y en las condiciones propuestas en el manual de instruccion de BAS, no se obtuvo
respuesta alguna en los cromatogramas de las muestras inyectadas, razén por la que se
plantearon distintas pruebas (apartados 3.6.1, 3.6.2, 3.6.3) con el objetivo de mejorar la

respuesta obtenida. Los resultados de dichas pruebas se muestran a continuacion:

4.4 Determinacion del porcentaje de recuperacion

Tal y como se puede observar en la figura 13, se obtuvo una baja recuperacion de
todas las catecolaminas y del DHBA al utilizar el lote de columnas con el cédigo 3022404;
una recuperacién minima de Dopamina y nula de las otras sustancias evaluadas al utilizar el
lote 3002604; y un porcentaje de recuperacion mas alto en todas las catecolaminas (entre
56,7% y 79,1%) al emplear las columnas del lote 3002103. En los lotes 3002103 y 3022404,
se observa como el menor porcentaje de recuperacion se presenta en el DHBA, y el mayor
en la Epinefrina. En ambos casos hay también un bajo porcentaje de recuperacion de
Dopamina. Es necesario apuntar que, a pesar de que la mejor recuperacion se obtiene con
la Epinefrina, por las concentraciones esperadas de las sustancia en las muestras de orina
por analizar, se hace necesario aumentar la recuperacion, de manera que la concentracion

de la sustancia sea detectable por el cromatégrafo con el que se cuenta.
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Figura 13. Porcentaje de recuperacion en las catecolaminas segun el lote de columnas empleado en

la extraccion en fase sélida y a un flujo de elusiéon de un mililitro/minuto.

Dado que el lote # 3002103 es en el que se presentan los mejores resultados en
porcentajes de recuperacion de las soluciones, todas las pruebas y analisis siguientes se

realizaron con las columnas pertenecientes a este lote.

4.5 Velocidad de elusién en el proceso de extraccion

Al eliminar la aplicacion del vacio en practicamente todo el proceso de extraccién en
fase sdlida, se aumentd considerablemente el tiempo para llevar a cabo esta parte del
procedimiento. El tiempo completo de extracciéon pasdé de tardar aproximadamente 20
minutos, a cumplir alrededor de dos horas en cada bloque de muestras extraidas.

Eliminar el vacio durante la EFS permiti6 un aumento considerable en la recuperacion
de las sustancias del estandar acuoso, tal y como puede observarse con claridad en la figura
14.

100 g 1 mi/min
o 0,1 m/min
= 804
o &
-OC
25 601
£38
$g 40
&3
2 201
0

Epinefrina  Norepinefrina DHBA Dopamina

Sustancias

Figura 14. Porcentaje de recuperacion obtenido al variar la velocidad de elusion en el proceso de
EFS.
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4.6 Cantidad de eluente D colectado al final del proceso de EFS

En la figura 15 se muestra como el porcentaje de recuperacion de las catecolaminas y
del DHBA disminuye al reducir de dos mililitros a un mililitro la cantidad de reactivo D que se
colecta al final del proceso de extraccion en fase sélida. Sin embargo, cuando se colectan
0.5ml, el porcentaje de recuperacion, en Norepinefrina, DHBA y Dopamina aumenta en
comparacion con la recuperacion obtenida en un mililitro de reactivo D, aunque sigue siendo
menor que cuando se recogen dos mililitros. En el caso particular de la Epinefrina, el
porcentaje de recuperacion es menor cuando se colectan 0.5ml de D, aunque no
significativamente. La recuperacién que se logra de DHBA aumenta al recoger 0.5ml si se

compara tanto con las muestras que se colectaron con dos mililitros como con las de un

mililitro.
o 1.0m
c 100 79.1 88.0 g5 4 85.8 o20m
2 782 &=d 77.3 0.5m
g 801 59.9 P —g 0o
2 =
8 _ 601 B
e
° 40
2
8 20 -
S =
0 ‘ ‘

Epinefrina  Norepinefrina DHBA Dopamina

Sustancias

Figura 15. Porcentaje de recuperacion obtenido en los estandares acuosos al variar el volumen de

reactivo D que se colecta al final del proceso de EFS.

Por otro lado, al concentrar la muestra de la mezcla de orina, que ha sido procesada
mediante EFS se tiene que, tal y como se observa en la figura 16, la mejor detecciéon y en la
que se logra reducir mas el error en la integracién, se logra cuando se recogen 0.5ml del
reactivo D. En estas condiciones, todas las sustancias en las muestras de orina son
detectables por el aparato, a diferencia de lo que ocurre cuando se colectan dos mililitros, en
donde el pico de epinefrina es tan pequefio que no se distingue de otras fluctuaciones en la

linea base.
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Figura 16. Variacion en la deteccion de las catecolaminas de las muestras de orina segun la cantidad

de eluente D que se colecta al final del proceso de EFS.

Al evaluar las posibles pérdidas de deteccion de catecolaminas, por emplear solamente

un mililitro de D para recolectar la muestra que se esta extrayendo, se observaron algunos

residuos de Dopamina (5.54%), tal y como se puede observar en la figura 17.

‘oltage
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Figura 17. Respuesta de las catecolaminas obtenida al recoger tanto el primero como el segundo

4.7 Estabilidad de las muestras con previa EFS

mililitro del reactivo D al realizar el proceso de extraccién en fase solida en muestras de

estandar acuoso.

Los resultados obtenidos en este caso, permiten afirmar que las muestras de

soluciones estandar acuosas extraidas, se mantienen estables aun después de siete dias en
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refrigeracion (cuatro grados Celsius), pues no hay diferencia significativa en la respuesta de
las catecolaminas al transcurrir ese periodo (a = 0.356).

Tampoco se observan diferencias significativas en la respuesta de las catecolaminas
de los calibradores preparados con la mezcla de orina (a = 0.410), es decir que en este caso
las muestras extraidas también se mantienen estables después de una semana en

refrigeracion.

4.8 Evaluacién del potencial e intensidad de corriente aplicada en la deteccién

Al realizar las pruebas relacionadas con modificaciones del potencial e intensidad de
corriente, se observé que en todos los cromatogramas que se corren en una intensidad de
corriente de 10nA, el pico de la dopamina excede el rango de deteccién. Las muestras
inyectadas a 20nA, y que se analizaron a 700mV y 800mV, son ligeramente mas pequeias
(en altura) que las inyectadas a 600mV, aunque no significativamente. Las variaciones en

las respuestas pueden observarse en el cuadro seis.

Cuadro 6. Diferencias en la deteccion de las catecolaminas segun el potencial e intensidad de
corriente aplicadas en el electrodo.

Respuesta (mV)

700mV-20nA 800mV-20nA 600mV-20nA
Epinefrina 0.961 1.008 1.013
Norepinefrina 1672 1.657 1.748
DHBA 1.734 1.801 1.852
Dopamina 6.015 6.436 6.553

4.9 Flujo y temperatura de la columna de separacion

Al realizar las inyecciones de las muestras y de los calibradores con las condiciones
iniciales de trabajo descritas en el apartado 3.4.1, se encontrdé que la sustancia con el menor
tiempo de retencion en este anadlisis es la epinefrina (siete minutos), seguida por la
norepinefrina (ocho minutos y treinta segundos), un poco después se presenta en el
cromatograma el estandar interno o DHBA (13 minutos) y finalmente aparece el pico de la
dopamina (17.3 minutos).

Debido a la inyeccidn repetida de muestras y a los cambios en la temperatura
ambiente, se observaron modificaciones en los cromatogramas. Dichos cambios se reflejan

principalmente en la uniéon de los picos de epinefrina y norepinefrina.
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Se plantearon modificaciones al método inicial (apartado 3.6.4), y se observd que al
modificar la temperatura de la columna de separaciéon y el flujo durante el analisis, se
presenta una amplia variacion en los tiempos de las corridas, tal y como se puede observar

en el cuadro siete y como se nota con claridad en la figura 18.

Cuadro 7. Tiempos de corrida de las muestras inyectadas, segun el flujo y la temperatura de la

columna de separaciéon

Temperatura de la columna

Flujo (ml/min) C) Tiempo de corrida (min)
1.0 Temperatura ambiente 440
1.0 28 40.5
1.0 40 20.0
1.5 28 30.0

Se observé una mayor separacién entre los picos de epinefrina y norepinefrina,
conforme se disminuy6 la temperatura de la columna y el flujo de inyeccion. En la figura 18
se nota el comportamiento que se describe; no se muestra el eje del voltaje, pues los

cromatogramas no estan colocados sobre la misma linea base.

Norepinefrina

Epinefrina

__ Iml/min-temp ambiente
__ Iml/min- 28 °C

__ 1.5ml/min- 28 °C

__ 1ml/min- 40 °C

T T T T

10 20 30 40
Time [min.]

Figura 18. Separacion de los picos en los cromatogramas y diferencias en los tiempos de retencién y
corrida de las soluciones, segun la temperatura en la columna de separacion y el flujo de
inyeccion. Notese el detalle de la separacion observada en los picos de epinefrina y

norepinefrina, asi como el tiempo total de la corrida conforme cambian las condiciones.
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A pesar de los cambios observados en los cromatogramas, las variaciones en la
temperatura de la columna no alteran significativamente la respuesta para ninguna de las
catecolaminas analizadas (o= 0.527 para epinefrina; o= 0.086 para norepinefrinay a= 0.176
para dopamina).

En el cuadro ocho se presentan los promedios de las respuestas obtenidas segun la
temperatura en la columna de separacion cuando se corrieron las muestras a un flujo de un

mililitro por minuto.

Cuadro 8. Promedio de la concentraciéon de las catecolaminas en muestras inyectadas a un flujo de
un mililitro/minuto, cuando se varié la temperatura en la columna de separacioén. Los valores

estan dados en ng/ml + desviacién estandar.

Temperatura de la columna Epinefrina Norepinefrina Dopamina
Ambiente 77.20 + 2.66 116.25 +4.20 777.12 + 26.77
28°C 75.68 + 2.11 109.16 + 3.61 722.85 + 26.01
40°C 75.37 + 0.83 111.26 + 0.87 749.13 + 37.74

Tampoco se encontraron diferencias significativas en la respuesta de los estandares
acuosos cuando la temperatura de la columna se mantiene a 28 °C y se varia el flujo de la
inyeccién. Los resultados del analisis de varianza en donde se compararon las muestras
inyectadas a un mililitro por minuto y las inyectadas a 1.5ml/min fueron: a= 0.178 para

epinefrina; a= 0.111 para norepinefrina y a= 0.104 para dopamina.

4.10 Método de calibracion

El bajo porcentaje de recuperacién y las variaciones observadas en inyecciones
sucesivas del estandar interno, hicieron que este método de calibracion fuera poco confiable.
Por ésta razén se hicieron las pruebas descritas en el apartado 3.6.5, de forma que se
pudiera determinar si resultaria mas acertado usar un calibrador de estandar externo o
continuar utilizando un estandar interno. De las pruebas realizadas se obtuvieron los datos

que se presentan en el cuadro nueve.

Cuadro 9. Promedio de la concentracién de las catecolaminas en muestras analizadas por diferentes

métodos de calibracion. Los valores estan dados en ng/ml + desviacion estandar.

Método de calibracion Epinefrina Norepinefrina Dopamina
Por estandar interno 74.83 + 3.56 113.03 + 4.21 751.73 + 30.22
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Por estandar externo 72.80 + 5.69 109.77 + 4 17 730.04 + 30.54

De acuerdo con el andlisis de varianza realizado en este caso, no existe diferencia
significativa en la deteccién de las sustancias si se utiliza como calibrador el estandar
externo o el estandar interno (DHBA) (o= 0.378 epinefrina) (a= 0.118 norepinefrina)
(o= 0.149 dopamina).

También se realizé una evaluacién en la que se inyectaron muestras acuosas y se
utilizaron distintos métodos de integracion (areas o alturas). Se encontrd que existen algunas
diferencias en el porcentaje de recuperaciéon logrado en cada caso, tal y como se puede

observar en el cuadro 10.

Cuadro 10. Porcentaje de recuperacion de la solucién acuosa extraida de acuerdo con el método de

integracion.
Sustancia Porcentaje de recuperacion (%)
Usando area Usando altura
Epinefrina 88.0 94.2
Norepinefrina 96.0 92.8
DHBA 74.6 781
Dopamina 85.8 87.5

4.11 Estabilidad de los calibradores

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza, los calibradores preparados se
mantienen estables en refrigeracion hasta por tres dias, sin mostrar variaciones significativas

en la concentracién de las sustancias al transcurrir ese periodo (o = 0.985)

4.12 Variacién entre dias

No existe una diferencia significativa entre los tres dias de inyeccion para las
soluciones estandar acuosas (o = 0.988), para las acuosas con previa extraccion en fase
sdlida (o = 0.969), ni para las muestras de la mezcla de orina (o = 0.948).

Los coeficientes de variacién en todos los dias, estuvieron por debajo del 20% en la
mezcla de orina, menores al 10% en las soluciones acuosas con previa extraccién, y menos

del 4% en las soluciones estandar acuosas.
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4.13 Repetibilidad

Las desviaciones estandar y desviaciones estandar relativas de las catecolaminas en
las distintas soluciones, se encuentran en rangos tales que hacen que los resultados sean

repetibles. Estos valores, asi como el promedio de la medicion, se muestran en el cuadro 11.

Cuadro 11. Resultados obtenidos en las pruebas de repetibilidad para las distintas sustancias y

segun la matriz de la muestra inyectada.

Epinefrina Norepinefrina Dopamina
Prom DS cv Prom DS cv Prom DS cv
Acuosa 48.73 1.99 4.08 73.98 2.59 3.50 498.17 1855 3.72
Acuosa filtrada 40.32 1.42 3.52 62.62 2.28 3.64 37139 17.28 4.65
Pool de orina 7.95 0.98 12.37  23.89 3.58 14.96 155.70 16.14  10.36

Prom: Promedio. El valor esta dado en ng/ml.
DS: Desviacion estandar
CV: Coeficiente de variacion

4.14 Exactitud

De acuerdo con los resultados que se muestran en el cuadro 12, las pruebas
realizadas en el laboratorio tienen una exactitud igual o superior al 97.5%, lo que significa

que los resultados obtenidos en todos los casos son confiables para el investigador.

Cuadro 12. Exactitud del ensayo en la medicion de catecolaminas

Promedio de

Concentracion Porcentaje
concentracion Exactitud (%)
esperada (ng/ml) . de error
obtenida (ng/ml)
Epinefrina 50.00 48.73 25 97.5
Norepinefrina 75.00 73.98 1.4 98.6
Dopamina 500.00 498.17 0.4 99.6
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4.15 Linealidad

La inyeccion y evaluacién de los calibradores demostré que tanto en los estandares
acuosos sin extraer, como en los que se hicieron pasar por el proceso de EFS, el ensayo es
lineal en rangos que van desde 4.7ng/ml y 75ng/ml de epinefrina, 7.0 ng/mly 112.5 ng/ml de
norepinefrina, y de 46.9ng/ml y 750ng/ml de dopamina. Esta situacion es semejante cuando

se inyectaron los calibradores elaborados con la mezcla de orina (figura 19).
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Figura 19. Linealidad observada en las curvas de calibracion de las catecolaminas.
La evaluacién de los calibradores que se llevd a cabo durante dos dias consecutivos,

no mostré amplias variaciones, todos los coeficientes de correlacion (r?) obtenidos en las

inyecciones de los dos dias estuvieron por encima de 0.9882 (a< 0.001).
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4.16 Pruebas piloto

Los resultados obtenidos en las pruebas piloto se encuentran dentro de los rangos
para adultos mayores que reporta la literatura (cuadro 14). Segun el estudio realizado por
Seeman et al. (2004), el aporte de estas catecolaminas al aumento de la carga alostatica, se
presenta cuando la concentracion de estas sustancias en las muestras de orina de la
persona que se evalla, esta por encima de puntos de corte definidos estadisticamente. En
los resultados de la prueba piloto, hubo dos personas que superaron el criterio de punto de
corte en la concentracién de epinefrina (mayor o igual a cinco microgramos por gramos de
creatinina), y ninguna de las quince personas aporté a su carga alostatica considerando el
valor de la norepinefrina en orina (el punto de corte es una concentracién mayor o igual a 48

g/g de creatinina)

Cuadro 14. Valores de las concentraciones de catecolaminas en 15 personas mayores de 60 afnos,

colaboradoras en el proyecto CRELES. Los datos estan dados en pg/g de creatinina

Sustancia Promedio Desviacion Rango reportado
estandar
Epinefrina 3.66 2.65 1.70 - 6.30
Norepinefrina 20.30 9.84 18.55 - 62.33
Dopamina 172.64 68.68 No reportado
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5. DISCUSION

La estandarizacion y validacion de un método, requiere que se compruebe su utilidad,
practicidad y valor estadistico.

El andlisis y cuantificacién de catecolaminas en orina utilizando la técnica de HPLC es
un método ampliamente utilizado, sin embargo, la necesidad de asegurar la confiabilidad y
repetibilidad del ensayo para las condiciones del laboratorio donde se realiza el analisis, asi
como la optimizacion para hacer el método mas eficiente, llevé a la consecucion de las
pruebas que se han detallado en los apartados anteriores.

Las variaciones en los reportes de la literatura en cuanto al método de conservacion de
la muestra durante la colecta (Krstulovic 1982, Glies y Meggiorini 1983, Kaiichi y Ayako
1998, Panholzer et al. 1999, Ming-Cheng et al. 2000, Bioanalytical Systems 2001),
plantearon la necesidad de evaluar condiciones de preservaciéon con acido, con refrigerante
0 con ambos. Krstulovic (1982) sefala que la adicion de acido en la muestra tiene dos
funciones primordiales, como lo son: evitar la contaminacion y disminuir la descomposicion
de las catecolaminas (pues éstas son inestables en medio basico) y una disminucién de la
actividad enzimatica y por lo tanto de la velocidad de oxidacion de las catecolaminas.

Tal y como se presenta en la seccion 4.2, en las pruebas realizadas no se encontraron
diferencias en cuanto a la deteccién si se emplea acido clorhidrico 6N o hielo gel como
preservantes, e incluso si no se emplea ninguno de ellos. Tampoco se encontraron
variaciones de concentracién o estabilidad de las catecolaminas cuando las muestras fueron
almacenadas a —20°C o a cuatro grados Celsius previo al analisis. Un resultado semejante
obtuvieron Kaiichi y Ayako (1998) quienes demostraron que después de cuatro semanas en
congelacion (-20°C), las muestras preservadas a pH entre 0.5y 7.0, alin se encontraban en
condiciones optimas para la medicién, y no mostraban variaciones por estabilidad. También
encontraron que muestras con un pH entre 3.0 y 7.0 no requieren refrigeracion durante la
colecta, y que pueden almacenarse a cuatro grados Celsius hasta por dos dias antes de ser
congelados. Se ha probado también, que muestras congeladas (-20°C 6 —30°C) que no
contenian ningun preservante durante su colecta pueden almacenarse durante algunos
meses sin variaciones en la estabilidad o concentracion de las sustancias (Glies y Meggiorini
1983, Boomsma et al. citados por Kaiichi y Ayako 1998).

A pesar de que estadisticamente no se encontraron variaciones en los tratamientos de
preservacion durante la colecta, la figura 12 muestra como la resoluciéon de los
cromatogramas y limpieza en la linea base se ve alterada al adicionar el acido luego de que

se ha colectado la muestra sin este preservante y sin refrigeracion. Esta caracteristica
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sugiere la presencia de sustancias como resultado de algun proceso de degradacion, y que
magnifican su senal al modificar su estado electroquimico, esto como consecuencia del
descenso del pH. Sin embargo, no se detecta un patron de comportamiento en los demas
cromatogramas que permita atribuir esa alteracién en la limpieza de la linea base por la
ausencia de alguno de los preservantes. Puesto que no hay diferencias en la concentracion
obtenida, puede seleccionarse alguno de los tratamientos de conservacion evaluados para el
procedimiento estandarizado, con excepcion del tratamiento sin refrigeracion y sin acido
durante la colecta y que se le adiciona acido HCI 6N previo al almacenamiento y analisis de
la muestra, pues esa condicion afecta en la resolucién de los cromatogramas logrados.

Con estos resultados y para las condiciones en las que se llevé a cabo la prueba (entre
20.0°C y 24.5 °C de temperatura ambiente), el procedimiento de colecta de muestras para la
medicion de catecolaminas en orina puede simplificarse y facilitarse, de forma que no
requiera hieleras y refrigerantes para el mantenimiento de la temperatura u otros cuidados
para la manipulacién del acido por parte de los voluntarios en el proyecto o por los técnicos
del laboratorio. Esta condicién resulta ventajosa si se considera que los muestreos (en el
caso del proyecto CRELES) deben realizarse en todo el pais, donde las facilidades de
trabajo de campo se ven aun mas limitadas.

A pesar de que la medicion de catecolaminas en orina no presenta ningun
requerimiento de preservacion durante la colecta, el protocolo se estandarizé utilizando un
refrigerante, esto porque la muestra de orina en el proyecto CRELES sera empleada también
para la medicion de otras sustancias, entre ellas cortisol, que requiere que la muestra se
mantenga por debajo de cinco grados Celsius para un analisis exitoso (Burtis 2001, DPC
s.f.).

Dados los requerimientos y el protocolo empleado para la colecta en el proyecto
CRELES, el refrigerante mas conveniente es el hielo gel, pues, a pesar de que la
temperatura de la muestra se mantiene mucho mas baja al emplear hielo seco (ver figura 10)
otros condicionantes como el transporte del material desde el proveedor hasta el centro de
analisis, la disponibilidad de espacio y de congeladores especiales para el almacenamiento,
la forma del material en el mercado (actualmente sélo se consiguen bloques de tres
kilogramos y no en hojuelas como seria deseable), necesidad de uso de guantes criogénicos
y el costo (resulta mucho mas caro que el hielo gel), hacen que el hielo seco no resulte la
mejor opcién para el trabajo.

En lo concerniente a la seleccién de las marcas de hielo gel, las variables por
considerar fueron el tiempo de entrega de las bolsas por parte del proveedor y el precio del

material, esto porque las caracteristicas de durabilidad y mantenimiento de la temperatura
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requerida resultaron muy semejantes entre las marcas extranjeras y lce Pack® (ver figura
11). Puesto que ademas el tiempo que tarda el material en descongelarse es suficiente para
realizar todo el proceso de entrega, colecta y recolecciéon de recipientes, se prefiere utilizar
Ice Pack® como preservante.

Con el protocolo para la colecta estandarizado, se procedié a realizar evaluaciones y
las consiguientes modificaciones del proceso de extraccion en fase sélida que se realiza a la
muestra de orina antes de su analisis por cromatografia. Las modificaciones fueron
necesarias, pues los primeros resultados obtenidos siguiendo el protocolo propuesto por la
casa comercial que distribuye el kit para la medicién de catecolaminas, no fueron exitosos.

El uso de columnas pertenecientes al lote 3002604 fue la primera y quiza la mas
importante razon de estos resultados y por lo ende, de la obtenciéon de una recuperacién de
0% en casi todas las catecolaminas (seccién 4.4). Se probé que las columnas enviadas no
correspondian a las utilizadas para la medicién de catecolaminas o presentaban algun
defecto de fabricacion, pues al evaluar columnas de otros dos lotes, en las mismas
condiciones de analisis, mostraron porcentajes de recuperacién considerablemente mayores
(ver figura 13). El lote con la mejor recuperacion fue el # 3002103, y fue por tanto el que se
empled para las pruebas siguientes.

A pesar de este cambio de las columnas, la recuperacién obtenida no era la deseable,
pues el valor minimo para asegurar confiabilidad en el resultado es de un 70% para todas
las catecolaminas. Un bajo porcentaje de recuperacion (59.9% - 79.1%) obligaba a la
correccibn matematica de los valores de concentracion calculados a partir de los
cromatogramas, generando por tanto una mayor probabilidad de error en el dato generado.

Este problema se acrecenté en el caso de la epinefrina, catecolamina que se presenta
fisioldgicamente en menores concentraciones y que muestra por lo tanto un pico mas
pequefio en el cromatograma, lo que afecta a su vez la confiabilidad de la integracion que se
realiza posteriormente.

La situacion se corrigido de dos maneras. En primera instancia, y por recomendacion de
la Doctora Baudrit*, se modific la velocidad de elusion, que favorecié el porcentaje de
recuperacion de las catecolaminas, al pasar de valores entre 59.9% y 79.1%, a
recuperaciones entre 85.8% y 96.9%. Esto demuestra que la velocidad de elusién es una
variable critica en los resultados obtenidos y que debe evaluarse siempre que se emplee el

proceso de extraccion en fase sdlida para la limpieza de la muestra. Los valores obtenidos

* Baudrit, O. 2004. Extraccion en fase solida. (Comunicacién personal) Facultad de Farmacia, Universidad de

Costa Rica.
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se consideran exitosos, maxime si se compara con otros estudios en donde se han obtenido
porcentajes de recuperacion entre 49% y 54% (BAS 1983) o entre 82 y 95% (Panholzer
1999). Si bien el cambio en la velocidad de elusion provocé un aumento considerable en el
tiempo del proceso de extraccion, se considera un aporte importante al mejoramiento del
proceso y que de igual manera se incorporara en el protocolo estandarizado propuesto.

Otro de los cambios adaptados para mejorar la deteccion y minimizar el error en la
integracion de los picos de las sustancias, fue el aumento en la concentracion de la muestra
inyectada, al reducir el volumen del reactivo D utilizado al final del proceso de extracciéon en
fase solida. La variacion lograda en relacién con la altura de los picos fue un resultado
exitoso (ver figura 16), a pesar de que fue necesario sacrificar alrededor de un siete
porciento de recuperacion de las muestras al disminuir la colecta hasta 0.5ml (figura 15).

Se sugiere que aproximadamente un 5.54% de la disminucién en el porcentaje de
recuperacion de Dopamina se debe a que algunas moléculas de la sustancia se mantienen
adheridas a la columna de separacion después de que se ha eluido un mililitro del reactivo D
(ver figura 17), no se encontraron pérdidas semejantes en epinefrina y norepinefrina que
fuesen detectables por el aparato de medicion.

Con los resultados obtenidos y la experiencia en las mediciones que se realizan
diariamente, se encontré que resulta mas confiable colectar 0.5ml del reactivo D al final del
proceso de extraccion en fase solida, considerar luego el factor de dilucion en la
concentracion medida de las catecolaminas y finalmente modificar el valor de la Dopamina
segun un factor de correccion de 5.54%.

La extraccion en fase solida puede realizarse a 20 muestras al mismo tiempo, sin
embargo, eventualmente no todas esas muestras podran analizarse en el HPLC el mismo
dia de la extracciéon. La necesidad de mantener refrigeradas las muestras que han sido
pasadas previamente por un proceso de extraccion en fase sélida y que no se pudieron
analizar ese mismo dia, llevo a la realizacidén de la prueba cuyos resultados se presentan en
la seccion 4.7. Con estos resultados se puede concluir que las muestras acuosas o
estandares acuosos, asi como las muestras de orina que han sido previamente extraidas
pueden utilizarse con confianza para la medicién, incluso hasta cuando ha transcurrido una
semana desde que se hicieron pasar por extraccion en fase sélida y se han mantenido
desde entonces en refrigeracion (cuatro grados Celsius).

La definicion del protocolo mas adecuado para llevar a cabo el proceso de extraccion
en fase sdlida, permitié la modificacién y evaluaciéon de otras variables que intervienen mas
directamente en el analisis de las muestras por HPLC. Es asi como se desarrollaron las

pruebas para definir el potencial y la intensidad de corriente a las que se debia realizar la

62



medicion. La literatura sefiala (BAS 1983) que la deteccion de las catecolaminas puede
llevarse a cabo en rangos del potencial eléctrico que van desde 550 mV hasta 800mV.
Puesto que el manual del kit que se adquirié sugeria la utilizaciéon de 600mV para la
deteccion y debido a que no se encontraron diferencias significativas entre las respuestas, a
diferentes potenciales (cuadro seis) se sugiere mantener la recomendacién dada por
Bioanalytical Systems (2001) en el manual del kit.

En relacién con la intensidad de corriente, se encontré que en todos los casos en los
que se empleaba 10nA durante la evaluacién, el pico de la dopamina excedia el rango de
deteccion, puesto que esta catecolamina es la que se encuentra siempre en mayores
cantidades en las muestras de orina. Las pruebas realizadas para todas las catecolaminas
se llevaron a cabo a 20nA, sin embargo, la practica diaria demostré que la deteccién de los
picos de epinefrina y norepinefrina resultaba mas clara y la integracion era mas confiable, si
estas sustancias se corrian a una intensidad de corriente de 10nA.

Puesto que en una misma corrida se obtienen los picos de las tres catecolaminas se
realiz6 la corrida a 10nA hasta los 15 minutos, tiempo en el que se modificé la intensidad de
la corriente a 20nA para asegurar que la altura del pico de la dopamina se encontrara dentro
del rango de deteccion.

Tanto las muestras como los calibradores y los patrones se inyectaron también con
una intensidad de corriente de 10nA los primeros 15 minutos y a 20nA en el resto de la
corrida.

Una vez que se adaptaron éstas condiciones para el analisis, se inyectaron las
primeras muestras y resultaron con ellas algunas interrogantes en cuanto al estandar de
calibracién empleado y el método de integracion.

En relacidn con el estandar de calibracion, este puede ser un estandar externo, es
decir una inyeccion de una muestra con concentraciones conocidas de las sustancias por
evaluar, o puede ser un estandar interno, en el que se emplea una sustancia control dentro
de la inyeccion que tiene caracteristicas quimicas semejantes a las sustancias que se
evaluan, y con base en el que se realiza el célculo de la concentracion de las muestras
incognitas.

Si bien el uso de un estandar interno esta sumamente difundido y resulta de gran
utilidad cuando se quiere disminuir el error en la medicién (error causado por variaciones en
la concentracién de las sustancias durante la manipulacién, almacenamiento o procesos
previos a la medicién como la extraccidon en fase sélida), en el caso del procedimiento para

medicion de catecolaminas en orina usando previamente una extraccion en fase solida, el
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método de calibracién mas adecuado fue empleando un patrén con evaluacion por estandar
externo.

Esto se determind debido a las constantes fluctuaciones observadas en la
recuperacion del estandar interno después de la extraccion en fase sdlida, fluctuaciones que
repercutian considerablemente en los datos de concentracion de las catecolaminas, ademas
de que en todos los casos fue la sustancia que presenté un porcentaje de recuperacion mas
bajo (figuras 13, 14 y 15) lo que hacia la medicion menos confiable. Por esta razén se realiz6
el cambio en la utilizacién de un estandar interno por uno externo al realizar el calculo
correspondiente de las concentraciones de catecolaminas.

El patron utilizado fue una curva lineal elaborada segun como se describe en el
apartado 3.2.3, con los calibradores acuosos dos, tres, cuatro y cinco.

Los resultados que se muestran en la seccion 4.11 permiten asegurar que estas curvas
de calibracion pueden realizarse diariamente con calibradores que han sido elaborados
hasta tres dias antes de la medicion, siempre que estos se hayan mantenido en refrigeracion
(cuatro grados Celsius) durante ese tiempo. Es posible que los calibradores puedan
utilizarse con éxito por mas de tres dias, sin embargo no fue posible realizar esta prueba en
el periodo de andlisis correspondiente.

Otra de las pruebas realizadas, esta relacionada también con la calibracion y la
integracién, y es que, para llevar a cabo ésta ultima, y con ello determinar la concentracién
de las sustancias en la muestra inyectada, pueden utilizarse dos variables distintas: una de
ellas utiliza la altura y la otra el area de los picos. Se evalud cual seria la variable mas
adecuada para la medicién en este caso, pues, por una parte, en el laboratorio del Programa
de Investigacion en Neurociencias se utilizaba frecuentemente el area del pico, que
resultaba mas acorde con los analisis que se efectuaban y los cromatogramas que se
obtenian (muestras de cerebro de ratas inyectadas para la medicién de catecolaminas), pero
por el otro, el manual de instrucciones del nuevo kit que se adquirié proponia la utilizacion de
la altura como variable de integracion.

Se realizaron mediciones para evaluar los posibles cambios en la cuantificacion de las
sustancias empleando uno u otro método (cuadro 10), sin embargo las variaciones en ese
caso no fueron considerables, y por lo tanto no se encontraba, hasta entonces, una razén de
peso para escoger la variable de integracion.

Conforme se fueron realizando inyecciones consecutivas, se observé que los picos de
la epinefrina y la norepinefrina comenzaban a unirse y se hacia dificil la separacion de las

areas para la integraciéon. Con ésta observacion, se descart6 el area y se incorporo la altura
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de los picos como la variable por utilizar en el método estandarizado, pues la medicién
resultaba mucho mas acertada y la integracion estaba mas sistematizada.

A pesar de que de alguna manera se redujo el error de integracién al emplear la altura,
la union de los picos de las sustancias por analizar era un problema que se seguia
presentando al inyectar muestras consecutivamente, lo que no resultaba adecuado para el
analisis que se realizaba. Hasta ese momento, se tenia que la combinacién de variables
para tener un protocolo mas efectivo y hacer un tiempo de corrida menor, era 1,5ml/min con
una temperatura de 40°C. Sin embargo, la experiencia demostrd, que la cercania entre los
picos de epinefrina y norepinefrina se aumentaba después de algunas horas de inyecciones
consecutivas, tanto, que el patrén de calibracion consideraba los picos de la norepinefrina
como si fueran de epinefrina, condicién que invalidaba el céalculo de la concentracion que se
llevaba a cabo por el software, y que demostraba que en la practica, la temperatura y el flujo
resultaban condicionantes para el éxito de la medicion.

Se probd entonces la modificacion en estas variables que influian en los tiempos de
retencion de las sustancias y por tanto en la separacion de los picos. Se varié el flujo y la
temperatura de la columna de separacion (cuadro 7), y se encontraron amplias diferencias
en los tiempos totales de la corrida y en la separacién de los picos (figura 18), pero no en la
concentracion de las sustancias por analizar

La primera variable que se modifico fue la temperatura de la columna de separacion.
Los resultados obtenidos demostraban que a una menor temperatura (temperatura
ambiente) se lograba una mejor separacion en los picos de epinefrina y norepinefrina (figura
18), pero la necesidad de controlar y sistematizar las condiciones del analisis y de disminuir
el tiempo en la corrida tanto como fuera posible, no eran factibles si no se utilizaba el
calentador de la columna. El aparato utilizado funcioné como un calentador, pero sobre todo
como controlador de la temperatura interna, que aseguraba reproducibilidad en el método y
que los tiempos de retencion se mantuvieran constantes.

Con esas condiciones, lo que resultaba mas recomendable era utilizar la minima
temperatura que pudiera regularse con el controlador, de forma que la separacién fuera
exitosa, y el método estuviera normalizado. Al revisar el manual, se encontré que la
efectividad del aparato esta condicionada a que la temperatura de control seleccionada esté
dos grados Celsius por encima de la temperatura ambiente. Con un registro tomado durante
un mes, se encontré que la temperatura del laboratorio oscilaba entre 18°C y 25°C, lo que
permitia seleccionar una temperatura de 27 °C para el analisis. A pesar de esto, la
temperatura seleccionada fue de 28 °C (es decir un grado mas que el aceptable para las

condiciones dadas) para evitar que pequefas variaciones en la temperatura del ambiente,
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afectaran eventualmente la reproducibilidad del analisis. La minima temperatura posible de
controlar y que presenta tiempos de corrida aceptables para lograr un analisis mas agilizado
de varias muestras en un dia de analisis en el laboratorio, fue por tanto, 28 °C.

A esa temperatura, se evaluaron las posibles variaciones causadas por cambios en el
flujo, pero no se encontraron diferencias significativas al inyectar muestras a un mililitro por
minuto o 1.5ml/min. Puesto que con este ultimo flujo los tiempos de corrida se disminuyeron,
fue el que se selecciond y continué aplicando para los analisis siguientes.

El patrén de comportamiento sefala, que los aumentos de la temperatura asi como del
flujo de inyeccion, provocan tiempos de retencion mas cortos y que los picos de las
sustancias tiendan a estrecharse. Esto se debe, por una parte a que la velocidad de arrastre
se aumenta, y por lo tanto disminuye el tiempo en el que se observaran los picos; y por el
otro, que se aumenta la movilidad de las moléculas y de los electrones, haciendo que la
corrida se realice con mayor rapidez.

No fue posible modificar la composicion de la fase movil para variar el factor de
capacidad y con este necesariamente el tiempo de retencion de las sustancias (Isimer et al.
1991), pues la casa comercial que distribuye el kit se reserva la composicion quimica de este
compuesto, de manera que resulta inmodificable por el usuario. La Unica recomendacion que
al respecto de la fase movil se hace en el manual del kit, es que ésta no debe recircularse
durante el andlisis. A pesar de esa recomendacion, y a razén de minimizar los costos, se
probd reutilizar la fase movil en tantas inyecciones de muestras como fuese posible.

Se encontré que no hay cambios en la limpieza y resolucién de los cromatogramas o
amplias modificaciones quimicas de la fase movil al recircular ésta ultima durante la
inyeccion de las primeras muestras. Pero, conforme se realizan inyecciones
consecutivamente, la fase mévil se contamina, y se modifican las propiedades quimicas de
utilidad en la técnica de cromatografia liquida para detecciéon de catecolaminas.

También se encontré que el volumen del liquido enviado desde la casa comercial, no
es suficiente para evaluar las muestras que se indican por cada kit (100 muestras), por lo
que no es posible desechar todo el material que esta circulando tal y como ellos mismos lo
recomiendan. Por las razones discutidas, reciclar la fase moévil es una practica que
necesariamente debe realizarse pero con algunos cuidados. No fue posible realizar ensayos
al respecto, pero en la experiencia diaria resultd exitoso solo recircular la fase mévil durante
la inyeccion de alrededor de 20 muestras por cada litro. Para la inyeccion de las muestras
subsiguientes, se ha visto que es mas adecuado desechar el liquido para evitar
contaminaciones en la fase moévil y los cromatogramas, y también la formacién de picos

deformados de las sustancias por analizar.
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Una vez que se establecieron las condiciones para la colecta y el analisis de las
muestras en el laboratorio, se validé al método propuesto, al comprobar estadisticamente
que este es repetible y exacto para las tres catecolaminas que se lograron analizar
(secciones 4.13 y 4.14). También se comprobd que el método es lineal en rangos amplios,
entre los que se encuentran las concentraciones esperadas de las catecolaminas en orina
de las personas por evaluar.

Con el método validado, se procedié a realizar una prueba piloto y a comparar los
resultados obtenidos con otros estudios, de manera que se determinara asi la precision del
método propuesto.

A pesar de que los valores de concentracién de las sustancias obtenidos en las
pruebas iniciales para la estandarizacion de este protocolo, fueron reportados en su totalidad
en nanogramos de sustancia por cada mililitro de orina, en el reporte de la concentracién en
muestras de la prueba piloto, los resultados se expresaron en microgramos de sustancia por
cada gramo de creatinina. Esta conversion en las unidades permite ofrecer un dato corregido
segun la talla del individuo y el volumen urinario excretado, es decir, un dato mas preciso,
comparable con otros datos de individuos evaluados de la misma manera. La creatinina se
sintetiza en el higado y el pancreas y se utiliza generalmente para evaluar funcion renal y
filtracion glomerular. Puesto que la excrecién de creatinina permanece relativamente
constante para cada sujeto, mientras que el volumen de excrecion urinario puede variar
apreciablemente, se utiliza el nivel de creatinina en la orina diaria como indice al que referir
los valores de otros metabolitos, en este caso las catecolaminas.

Los resultados de la prueba piloto son satisfactorios, y demuestran que el protocolo
seleccionado y mejorado es preciso, pues los valores encontrados se encuentran dentro de
los rangos que reporta la literatura (cuadro 14).

Se probd entonces la utilidad de este método para la cuantificacion de epinefrina y
norepinefrina en orina de adultos mayores, de interés inmediato para la determinacién de la
carga alostatica en el proyecto CRELES. En este contexto, la concentracion de éstas
catecolaminas refleja la condicién del Sistema Nervioso Simpatico, el funcionamiento del eje
hipotalamo-hipofisiario-adrenal y una posible asociacién con estrés crénico en las personas
(Chrousus y Gold 1998, Ziegler et al. 1999, Mayer 2000, Zuckerman-Levin et al. 2001, Dean
et al. 2002) y particularmente en adultos mayores (Chrousus 1995, Ester et al. 1995,
McEwen 2000, Esler et al. 2002, Seeman et al. 2004). La técnica podria utilizarse también
para otros analisis en los que se han empleado las catecolaminas urinarias como
indicadores, tal es el caso de diagnésticos clinicos de feocromocitomas y la valoracion de

tratamientos de esquizofrenia juvenil (Volmer et al. s.f), entre otros.
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Ademas de los objetivos planteados inicialmente, durante las pruebas realizadas se
logré validar también el método para el analisis y cuantificacion de la concentracion de
dopamina en orina, valor que podria utilizarse eventualmente como elemento de apoyo en el
estudio de otros padecimientos, como la enfermedad de Parkinson o déficit atencional

(Bailador y Dajas 2000).
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con las pruebas realizadas y las condiciones en las que éstas se llevaron a

cabo, se concluye:

1. Para la medicion de catecolaminas, no es indispensable emplear algun preservante

en la muestra de orina durante el periodo de colecta.

2. Hubo amplias variaciones en relacion con el porcentaje de recuperacién obtenido,

segun el lote de columnas de extraccion utilizado.

3. La velocidad de elusion durante el procedimiento de extraccion en fase sélida es una
variable critica, pues con ella también varia considerablemente el porcentaje de

recuperacion de catecolaminas.

4. El mayor porcentaje de recuperacion obtenido después de la extraccion en fase

solida se logré al emplear una velocidad de elusién de 0.1ml/min aproximadamente.

5. La deteccion de las catecolaminas en los cromatogramas y la integracién que se
realiza, resulta mas confiable si se emplea 0.5ml de reactivo D al final del proceso de

extraccion en fase soélida.

6. El potencial eléctrico 6ptimo para el analisis de catecolaminas en orina es de 600mV.

7. Se encontr6 que la intensidad de corriente mas adecuada para el analisis es de 10nA

para epinefrina y norepinefrina y de 20nA para dopamina.

8. No hay diferencias significativas en la deteccion de las sustancias si se varia la
temperatura de la columna de separacion o el flujo durante la corrida en el
cromatografo, aunque para un analisis mas eficiente, se prefiere inyectar las
muestras en el cromatografo a un flujo de 1,5ml/min y cuando la temperatura de la

columna de separacion se mantiene a 28 °C.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

Debido a que el estandar interno presenta un comportamiento mas inestable que el
resto de las sustancias, resulta mas confiable utilizar un estandar externo como

calibrador.

Durante el proceso de integracion de los cromatogramas, es mas regular y preciso

utilizar la altura de los picos como parametro de medicién y cuantificacion.

Las muestras almacenadas a cuatro grados Celsius y que han sido pasadas
previamente por el proceso de extraccion en fase sélida, son estables y pueden ser
medidas hasta una semana después de que han sido extraidas, sin que ocurra una

variacion significativa en la concentracion de las catecolaminas por evaluar.

El método propuesto para la medicion de catecolaminas en orina es repetible, exacto
y presenta linealidad en rangos que van desde 4.7ng/ml y 75ng/ml en epinefrina, 7.0

ng/mly 112.5 ng/ml en norepinefrina, y de 46.9ng/ml y 750ng/ml en dopamina.
De los resultados obtenidos en la prueba piloto, se concluye que el método propuesto
es preciso, y puede utilizarse con confianza en la medicion de catecolaminas en orina

de adultos mayores.

Este método podria implementarse en el estudio de otros muchos padecimientos

como el Parkinson y el déficit atencional, entre otros.
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7. RECOMENDACIONES

1. Puesto que se comprobo una pérdida en el porcentaje de recuperacion de dopamina,
causado por la disminuciéon del volumen de eluente D colectado, se recomienda
corregir los valores de dopamina obtenidos en los cromatogramas utilizando un factor
de 5.54%, o en su defecto realizar otras pruebas para obtener un factor de correccion

estadisticamente valido.

2. Dado que por razones de costos y de aprovechamiento de los recursos se requiere
recircular la fase movil, se recomienda hacerlo solamente durante la inyeccién de 20

muestras por cada litro de fase mévil como maximo.

3. Para asegurar el eficiente funcionamiento del controlador de temperatura, mantener
las condiciones de analisis y disminuir la cantidad de recursos y electricidad que se
consume, se recomienda encender el aire acondicionado del laboratorio solamente

cuando la temperatura del ambiente supere los 25 °C.

4. Para efectos de tener un mejor control sobre las variables relacionadas con el HPLC,
se recomienda elaborar una nueva fase movil, de forma que el conocimiento de la
composicion de la misma permita su evaluacion y mejora en condiciones en las que
la técnica y el analisis asi lo demanden. Esto no sucede con la fase movil del kit, en
la que, a falta de conocer su composicién, no se puede hacer en ese sentido ninguna

modificacion que aporte al mejoramiento de la técnica.

5. Las pruebas realizadas tenian como objetivo inicial demostrar y probar su utilidad en
la medicion de catecolaminas en orina de adultos mayores, sin embargo, es posible
que este mismo método pueda emplearse para adultos, jovenes e incluso nifios, por
lo que se recomienda realizar las pruebas pertinentes, y asi ampliar el rango en la

utilidad de este protocolo.
6. Con el objetivo de disminuir los costos del andlisis, y de aprovechar mejor los

recursos disponibles, se recomienda evaluar la posible reutilizacién de los cartuchos

empleados en el proceso de extraccion en fase sélida.
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