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1. Introduccién

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa. Se
presenta cuando el organismo no produce suficiente insulina o, esta no actua
debidamente, provocando deficiencias en el proceso de asimilacion de la
glucosa, aumentando su concentraciéon en el torrente sanguineo y hay, un
desarrollo paulatino de complicaciones en todo el organismo. En México, la
diabetes afecta al 8 % de la poblacién y ha sido reportada como la cuarta mas
importante causa de mortalidad en nuestro pais asi como la primera causa de
los estados terminales de insuficiencia renal, ceguera adquirida y de las

amputaciones no relacionadas con accidentes.

La diabetes ocurre principalmente en dos formas: tipo 1y tipo 2. La
diabetes tipo 1 es caracterizada por una destruccion auto inmune de células
pancreaticas tipo beta que, tipicamente lleva a déficit absoluto de insulina.
Ocurre principalmente en nifios o adultos jovenes, pero puede presentarse a
cualquier edad. Este tipo representa entre el 5y 10% de personas enfermas. El
tipo 2 se caracteriza por resistencia insulinica, acompafado por un déficit
relativo de insulina y representa el 90-95% de los casos de diabetes mellitus.

A largo plazo, el exceso de glucosa en el organismo provoca una serie
de cambios patologicos los cuales son responsables de las principales
complicaciones en diabetes:

- Enfermedades cardiovasculares [1-4]
- Nefropatia [5-10]

- Retinopatia [9,11,12]

- Neuropatia [13,14]

De ahi que, no solamente él diagnostico de la enfermedad es importante
sino también, el control de los pacientes con el fin de prevenir o retardar las
complicaciones. Entre las pruebas de laboratorio realizadas en el control

rutinario de los diabéticos se encuentran las pruebas de nivel sérico de glucosa,
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actividad de insulina, nivel de colesterol y triglicéridos y nivel de hemoglobinas
glucosiladas [15,16]. Sin embargo la informacidén obtenida en estas pruebas no
es suficiente para el control y prondstico en los pacientes diabéticos. Por
ejemplo, el nivel sérico de glucosa solamente permite evaluar la ingesta
reciente, los niveles de colesterol y de triglicéridos pueden ser elevados en las
personas no diabéticas, etc.

Los mecanismos responsables de las complicaciones en diabetes no se
conocen con exactitud sin embargo, existe un consenso acerca de la importante
contribucion de los siguientes parametros [9,17-20]:

- Acelerada glucosilacion no enzimatica con depdsitos de productos finales

de la glucosilacion avanzada (AGEs)

- Aumento de estrés oxidativo

- Activacion de isoformas de proteina cinasa C

- Activacion de la via de la aldosa reductasa.

Varios autores reportaron la correlacién estadisticamente significativa entre
los niveles de los AGEs en fluidos bioldgicos y en tejidos de los pacientes
diabéticos con el desarrollo de complicaciones en estos pacientes [21-23].
Consecuentemente, ha sido reconocida la necesidad de contar con las
herramientas analiticas que permitan la determinacion de AGEs en muestras

clinicas.

1.2. Formacién de productos finales de glucosilaciéon avanzada (AGEs)

Los azucares reductores (AR) son aquellos que pueden ser oxidados por
otras sustancias, por poseer en su estructura (forma abierta), a un grupo del
tipo carbonilo (Figura 1). Los AR, en contacto con algunas biomoléculas
provocan su glucosilacion, tradicionalmente denominada como reaccion de
Maillard (RM) [1,2].
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Figura 1. -Proceso reversible de una unidad de glucosa (forma abierta) a sus dos

posibles anémeros ciclicos (formas cerradas).

La RM tiene caracter no enzimatico y reversible, ocurre entre un AR
(glucosa, fructuosa u otro) y grupos amino (esencialmente arginina y lisina) de
biomoléculas como: proteinas, lipidos y acidos nucleicos formando en primera
instancia los compuestos del tipo base de Schiff (BSf) [3] (Figura 2).
Posteriormente, con cinética mas lenta ocurre la re-acomodacion de las bases
de Schiff en los llamados Productos Amadori (PAm). En el curso de semanas a
meses, estos compuestos intermedios pierden agua y se degradan hasta
formar estables aductos covalentes como la Fructosil-lisina (FL) [9]. El proceso
involucra entrecruzamiento de las proteinas con la formacion de rigidas
estructuras de color amarillo, algunas de ellas fluorescentes — productos finales
de glucosilacion avanzada (AGEs por sus siglas en ingles Advanced
Glycosylation End products). La formacion de los AGEs es un proceso
irreversible, que afecta principalmente la estructura de proteinas de larga vida
tales como colageno, albumina, lipoproteinas plasmaticas y hemoglobina [24].
Por otra parte, los AGEs pueden encontrarse también en proteinas de corta

vida, en constituyentes lipidicos asi como en acidos nucleicos.
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Tiempo: horas » dias —M W »

K, K, ' K
Glucosa + H,N-R =<——> Base de Schift =—= Producto Amadori — = " » AGEs
(BSf) (PAm)
= =N— H,C—NH—R
HC=0 HC=N—R 2 AFPG
CHOH CHOH C=o0
+ HNR — . s CML
(CHOH), (CHOH), (CHOH), Pirralina
CH,OH CH,OH CH,OH Pentosidina

Figura 2. Esquema de formacion de AGEs, mediante la reaccion de Maillard. (R-
proteina, péptido 6 lipido), AFGP - glicoproteinas, CML - N-g

(carboximetil)-lisina.

En la formacién de proteinas glucosiladas, intermediarios glicoliticos y
peroxidacién lipidica se suscita un mecanismo secundario que es la
degradacion de la glucosa (auto oxidacion [5]), dando lugar a compuestos del
tipo a-dicarbonilos 6 oxoaldehidos como: glioxal (GO), metil glioxal (MGO) vy la
3-desoxiglucosona (3-DG) [6-8]. A estos compuestos se les llama agentes
glicantes. (Figura 3a). Los agentes glicantes actuan como propagadores en la
transformacién de productos Amadori en AGEs [9,10]. De este modo, la auto
oxidacién de la glucosa acelera aun mas la glucosilacion no enzimatica de
proteinas. Tal es el caso de las hidroimidazolonas que son productos con GO,
MGO y 3-DG, dando lugar a GO-H1, MG-H1 y 3DG-H, los cuales a su vez son

dimeros de los compuestos ya mencionados (Figura 3b).
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Glioxal (GO) Metil Glioxal (MGO) 3-Desoxyglucosona (3-DG)

’ \ : HOH 3C(HOHC) ,
b) \CO H CO H CH, \CO H \CHZ
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CH—(CH2)3_NH_<\] CH—(CHz)s—NH—<\ CH*(CHz)g—NH—<\
| N | NN | N,
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Figura 3. — (a) Estructuras principales de los agentes glicantes; Glioxal (GO), Metil glioxal
(MGO) y 3-Desoxiglucosona (3-DG). (b) Productos de la reaccion de GO, MGO y
3-DG con residuos de lisina y/o arginina (GO-H1, MG-H1 y 3DG-H.

1.3. AGEs exogenos y endégenos.

Los AGEs endogenos se forman en condiciones in vivo, es decir en los
tejidos y fluidos corporales de un ser vivo, involucrando las biomoléculas antes
mencionadas. Como ya fue sefialado, la sintesis acelerada de AGEs
endbégenos y su depdsito tisular es una de las principales causas de
complicaciones en diabetes [9]. Los AGEs interfieren con la funcion normal de
proteinas mediante alteracion de su estructura y/o actividad biolégica. Asi, la
glucosilaciéon proteinica (Figura 4) afecta la estructura secundaria y terciaria de
proteinas. La formacion de puentes anormales entre cadenas peptidicas
provoca cambios en la actividad biolégica de proteinas. Sea el caso de la
Hemoglobina Glucosilada, la cual es un producto Amadori entre la glucosa vy la
hemoglobina de la sangre [25,26]. Por otro lado, los AGEs actuan via receptores
especificos de los cuales RAGE es el mas descrito. La interaccion entre AGE y
RAGE activa el factor nuclear NF-«B, responsable por estimulo de la trascripcién
de genes para citocinas y factores de crecimiento e inducciéon de la migracion

de macrofagos [27].
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Los estudios recientes sugieren que, no solamente los AGEs endogenos
sino también los AGEs provenientes de la comida y/o tabaco contribuyen en el
progreso de la enfermedad [28]. Los AGEs exdgenos pueden tener importantes
propiedades bioldgicas e incluso genotdxicas cuando se ingieren [13]. Ha sido
reportado que, aproximadamente 10 % de los AGEs ingeridos con la comida se
absorben en el tracto digestivo y cerca de 60 % de esta cantidad es retenida en
tejidos [28,29]. El nivel sérico de los AGEs refleja entonces el balance entre la
formacion de AGEs enddgenos, ingesta de AGEs exogenos, equilibrio entre
depdsito / liberacion de los AGEs en tejidos y su eliminacion por vias urinarias
[30].

En cuanto a los alimentos, aquellos ricos en carbohidratos, proteinas y
grasa tienen altos niveles de AGEs. Por otro lado, el contenido de AGEs
aumenta cuando la preparacion de los alimentos involucra elevadas
temperaturas y largos tiempos de coccidén. En concreto, los productos con alto
contenido de AGEs incluyen la carne asada, embutidos, huevo, mantequilla,
margarina, quesos, salsas, dulces de leche y algunas bebidas (coca-cola, café,
cocoa) [31-33]. Légicamente, adicidon de azucar durante la preparacion del
alimento provoca un aumento adicional de los AGEs [11,12]. En el caso de los
dulces de leche, se ingiere caseina glucosilada [14]. Utilizando analisis
inmunoenzimatico se observd 200 veces mayor contenido de AGEs en clara de
huevo cocinada con fructosa respecto a su contenido en clara cocinada sin
azucar [32]. Finalmente cabe sefialar que, en alimentos cocidos
adecuadamente, los AGEs proporcionan a la comida el olor aromatico y
agradable. Sin embargo, la coccion por tiempos demasiado prolongados resulta
en formacion de sabores desagradables, a menudo moléculas polimerizadas y
otras como las melanoidinas que presentan bandas de absorcion en la region

ultravioleta (UV) y propiedades fluorescentes.
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1.4. Principales AGEs caracterizados y su importancia

En la Figura 5 se presentan esquematicamente diferentes rutas que
conducen a la formacion de los AGEs. En primer lugar se puede observar que,
los AGEs son un grupo complejo de diferentes compuestos, por lo que su
caracterizacion estructural y cuantitativa es una tarea dificil. La ruta clasica (re-
arreglo Amadori) involucra una etapa de oxidacién, cuyos principales productos
son N-g-(carboximetil)-lisina (CML) y pentosidina. En el caso de la ruta no-
oxidativa, el mejor caracterizado AGE es pirralina. Por otra parte, la degradacion
de glucosa, de las BSf o de los PAm conduce a los intermediarios altamente
reactivos (llamados a-dicarbonilos 6 oxoaldehidos) tales como 3-DG y MGO
[34-36].

-

Polyol J 5HRI”T'T- * = ~ | GLUCOSE | + aAmino group of sratein
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—_—
/ .
FRUCTOSE y{
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CML CEL PYRRALINE Coridative pathwny  Non-oxidative pathway

GOLD MOLD DoLD

ADVANCED GLYCATED END-PRODUCTS PENTOSIDINE PYRRALINE

ADVANCED GLYCATED END-FRODUCTS

Figura 5.-. Esquema global de la formacion de AGEs. (CML- N-g-(carboximetil)-lisina;
CEL - N-g-(carboxietil)-lisina, GOLD — dimero de glioxal-lisina, MOLD —
dimero de metilglioxal-lisina, DOLD — dimer de deoxiglucasona-lisina).
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Como se describe el la seccion anterior, los principales AGEs derivados
de esta ruta son dimeros de los compuestos antes mencionados. Es importante
resaltar, que los AGEs no necesariamente son el resultado de hiperglucemia, ya
que pueden formarse de otros azucares (no glucosa) y/o de los productos de
peroxidacion lipidica. De interés para este trabajo es que, la 6-fosfato-glucosa y
fructuosa forman AGEs de manera rapida. En particular, se han identificado y
caracterizado algunos precursores de AGEs, entre ellos la N-g-(carboximetil)-
lisina (CML) y furosina [37-40].

En la Figura 6 se presentan esquematicamente las estructuras de los
principales AGEs caracterizados: N-g(carboximetil)-lisina (CML), N-¢(carboxietil)-
lisina (CEL), pirralina, pentosidina, furosina (Fur), argipirimidina y tetrahidropirimidina
[41-47].

a) - :
\ \
co (I:o HyC cl:o \ b
|
CH—(CH2)4—NH—CH,-COOH  CH—(CH,),—NH—CH,-COOH CH—(CH,),—NH
/NH NH NH 0
. / /
CML CEL ' Furosina
\ _ _
b) g0 N o CH, o H,C
AN N | N
CH—(CH2)4'NH_</:© . cle—<CHz)4—NH—</ V-on CH—(CHa)y—NH—(/
NH N N J | N=— | N
/ H | (|30 NH CH, /NH H
: (CHZ)((‘:H / . oH
Pentosidina HN\ Argipirimidina Tetrahidropirimidina
(fluoroforo) . (fluoroforo)

Figura 6. -Productos de Glicosilacion Avanzada.- 6a) Principales Productos (finales)
de reacciones de glicosilacion (AGEs): N-g-(carboximetil)- lisina (CML), N-
g-(carboxietil)-lisina (CEL) y furosina (Fur). 6b) pentosidina,

arginopirimidina, los cuales presentan fluorescencia nativa.
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Aldosas y Ascorbato Metabolismo

Cetosas
|E>rote|na I:O:H
Base de |[O:| Glioxal |[HOCI]]

Schiff Glicolaldehido ™ Serina
|E)rote|’na:|l
Aductos |[O] /S
Amadori o ‘
Heyns CM L

Figura 7. — Posibles rutas de formaciéon de CML.

Entre estos compuestos, la CML es el principal producto de la
glucosilacién de proteinas. Por otro lado, CML puede ser formada por medio de
una compleja red de reacciones secundarias (Figura 7) como es el caso de la
autoxidacién de carbohidratos, ascorbato, BSf, PAm, acidos grasos, amino
acidos, intermediarios fosforilados en el metabolismo de carbohidratos, etc. [48-
51]. La CML se ha encontrado en concentraciones elevadas en proteinas de
vida prolongada en los pacientes diabéticos [52-54] y ha sido propuesta por
algunos autores como un biomarcador de los procesos de glucosilacion
avanzada [14,55,56].

Otro compuesto, cuya formacion presenta una cinética rapida es
furosina. Este es el producto de reaccion de lisina con fructosa y ha sido
utilizado como un indicador de la formaciéon de tempranos productos RM en
diferentes tejidos y en los alimentos [57].

Este proyecto se enfoca en el analisis de CML y furosina en muestras
bioldgicas.
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1.5. Revision bibliografica de los procedimientos utilizados en la

determinacion de los AGEs.

Los AGEs forman un grupo de compuestos altamente heterogéneos, por
lo que su analisis es una tarea dificil, especialmente cuando se trata de
complejas muestras biologicas y/o clinicas. Las técnicas tipicamente empleadas
han sido espectrofluorimetria e inmunoensayos, sin embargo estas carecen de
selectividad y proporcionan la informacion sobre grupos de compuestos que
comparten ciertas propiedades y no sobre los compuestos individuales
[45,55,58-61]. Asi, debido a estructura rigida, algunos de los AGEs presentan
propiedades fluorescentes (pentosidina, imidazolonas, etc). Tipicamente, la
excitacion se lleva a cabo en la regién de longitudes de onda 350-390 nm vy la
emision se mide en 440-470 nm [62-65]. Para evitar los errores debido a
fluorescencia nativa de algunas proteinas, Makita y col. ajustaron la
concentracion de proteinas en cada una de las muestras a 1 g L-' y midieron la
senal analitica como porcentaje de fluorescencia relativa respecto el estandar
BSA-AGEs (producto de glucosilacion de albumina) [66]. Otros autores propusieron
un procedimiento de analisis por inyeccién en flujo (FIA) con doble sistema de
deteccion: espectrofotométrico para la determinacién de péptidos de baja masa
molecular (280 nm) y espectrofluorimérico (exc. 247 nm y emision 440 nm) para
los AGEs [67]. Para aumentar la selectividad del procedimiento para los AGEs, la
sefal analitica fue definida como la relacion entre fluorescencia relativa y
absorbancia. En la calibracién se utilizé el calibrador BSA-AGEs obtenido en el
laboratorio. Este procedimiento fue empleado en el analisis de suero, orina,
saliva y piel de los pacientes diabéticos. Antes de introducir las muestras en
FIA, estas fueron desproteinizadas (acido tricloroacético) y se eliminaron los

lipidos mediante la extraccion con cloroformo. El calibrador para AGEs de baja

0. José Gpe. Judrez Eguia Tesis de Maestria en Ciencias

12



masa molecular (peptidico) fue BSA-AGEs hidrolizado con proteinasa K
[22,67,68]. Cabe resaltar que, los resultados obtenidos en estos estudios
presentaron una buena correlacion con los resultados del inmunoensayo. La
limitacion mas importante en la aplicacion de procedimientos
espectrofluorimétricos es debido a que varios importantes AGEs (CML, pirralina)
no presentan propiedades fluorescentes [69].

Los métodos inmunoquimicos del analisis de AGEs se basan en el uso de
anticuerpos especificos. Los primeros anticuerpos de este tipo fueron obtenidos
por Makita y col. [70] y luego utilizados en los estudios posteriores [67,71,72].
La preparacion de anticuerpos se llevé a cabo mediante la inmunizacion de los
animales experimentales con AGEs de diferentes proteinas, los que fueron
sintetizados mediante la incubacién de glucosa con diferentes proteinas. El
enfoque de los trabajos mas recientes ha sido en la obtencion de los
anticuerpos que presenten mayor especificad. En particular, mediante la
incubacion de albumina con glicoaldehido, se ha obtenido proteina modificada
con CML, con la cual se inmuniz6 los animales de laboratorio, obteniéndose los
anticuerpos poli clénales contra CML [73]. Estos fueron empleados en la
localizacion y/o cuantificacion de CML en muestras clinicas y en el analisis de
alimentos  [31,74,75]. Entre los métodos inmunoquimicos utilizados por
diferentes autores hay que sehalar: ensayo inmunohistoquimico,
radioinmunoensayo, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) y WESTERN
[76,77]. El disefio experimental de estas técnicas es diferente. Asi, el ensayo
inmunohistoquimico se realiza directamente en el corte de tejido para localizar
proteinas modificadas [11,78-82], mientras que para ELISA se prepara un
homogenizado de muestra bioldgica, a partir del cual ocurre la adsorcidon
indiscriminada de proteinas en la superficie de los posillos en la placa
[79,82,83]. En la técnica WESTERN, antes de la union de anticuerpo con la
proteina de interés, se lleva a cabo la separacion electroforética de proteinas en

la muestra, asegurando de esta manera mayor selectividad del ensayo [83-87].
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Independientemente del disefio de ensayo, en cada uno de ellos ocurre la
unién del anticuerpo especifico con la proteina modificada por AGEs.
Posteriormente, se agrega un anticuerpo secundario (comercial) que, al unirse
con el anticuerpo especifico marca los sitios de unién para el analisis
cuantitativo. Los anticuerpos secundarios pueden ser marcados con enzimas
(por ejemplo fosfatasa alcalina), fluoréforos, o isétopos radioactivos (I 137)
[64,88].

Otro grupo de métodos analiticos empleados en el andlisis de AGEs, se
basan en las separaciones cromatograficas. En el caso de cromatografia de
gases, los AGEs (después de la hidrdlisis de proteinas) requieren de una
derivatizacion pre-columna para formar los compuestos volatiles y estables en
temperaturas empleadas para la separacion (hasta 300 °C). Los reactivos
derivatizantes han sido el trifluoroacetilmetilester [48], diazometano [89] y
etilcloroformato [55]. En cuanto a sistema de deteccion, el mas utilizado ha sido
el detector por espectrometria de masas, ya que este permite caracterizar y/o
confirmar la estructura quimica de los compuestos. Como ejemplo, en la Figura
8 se presentan los resultados presentados por Petrovic y col. [55]. En este
trabajo, se llevd a cabo la reaccion de los grupos amino de compuestos de
interés con etilcloroformato, obteniendo la separacion de veinticinco amino
acidos durante 25 minutos (Figura 8a). Se puede observar que, este método
permite la resolucion de CML. La estructura del compuesto ha sido confirmada
mediante espectros de fragmentacion (Figura 8b).

Finalmente, se han reportado varios procedimientos analiticos para la
separacién / cuantificacidon de AGEs por cromatografia de liquidos, tipicamente
con la deteccion fluorescente. En el analisis de muestras bioldgicas no
hidrolizadas, la separacion se obtuvo mediante la cromatografia de exclusiéon

por tamano molecular y mediante electroforesis capilar [90,91].
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Figura 8. (a) Cromatograma de una mezcla de estandares de amino acidos (Lys, Glu
1000 puM; His, Ala - 800 uM; Lys, Leu, lle, Val, - 400 uM; Ser, Thr, Pro —
300 uM; el resto en la concentracion 200 uM) y la solucién de CML y CEL
(N-g-(carboxietil)-lisina) (cada uno 20 pM) después de la derivatizacion con
etilcloroformato. (b) espectro de masas y el propuesto padrén de

fragmentacién de CML [55].

La separacion de los compuestos de baja masa molecular (después de

hidrdlisis) se llevé a cabo por cromatografia de intercambio i6nico y/o en fase
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inversa [44,56,92-97]. Los primeros trabajos fueron basados en la fluorescencia
nativa de algunos AGEs (pentosidina, fructosamina) [92,93]. Posteriormente,
para poder aplicar la deteccion espectrofluorimétrica a mayor numero de AGEs
y para aumentar la selectividad del procedimiento, se han explorado varias
reacciones de derivatizacion pre-columna. Debido a presencia de grupo amino
en la estructura de AGEs (amina secundaria, o primaria en las muestras
hidrolizadas), de particular interés han sido los reactivos utilizados para amino
acidos. Entre estos reactivos hay que mencionar orto-ftalaldehido (OPA),
Cloroformato de 9-fluorenilmetilo (FMOC-CI), Cloruro de 4-
dimetilaminoazobenzenosulfonilo (Dabsyl-Cl),  7-fluoro-4-nitrobenzeno-2-oxa-
1,3-diazol (NBD-F) y Carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo (AQC)
[94,98]. En la evaluacion comparativa de estos agentes, Cohen y col.[94]
sugieren el uso de AQC ya que otros agentes presentan ciertas limitaciones
debido a su fluorescencia, inestabilidad de los derivados y, en algunos casos

bajo rendimiento de la reaccion de derivatizacion.

—p——
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Figura 9- Cromatograma de la orina fortificada con CML, obtenido en la separacién en
fase inversa por Friess y col., después de la derivatizacién de grupos amino
con OPA (se marca el pico de elucion de CML). (La concentracién de CML
en la solucion introducida en la columna 0.5 uM y las condiciones de

deteccion: Aex = 340 NnmM y Aem = 455 nm) [56].
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En base a la revision, cuyos resultados se acaban de presentar, en el
presente trabajo se optd por utilizar cromatografia de liquidos de alta resolucion
en fase inversa y dos reactivos derivatizantes: OPA y AQC. En la Figura 9 se

presenta un cromatograma de orina fortificada con CML [56].
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Figura 10. Separacion cromatografica de aminoacidos en una formulacién lactea para
bebés, obtenida por Bosch y col.[99] mediante la cromatografia de
liquidos en fase inversa, en gradiente de acetonitrilo. El pre-tratamiento de
muestra consistié en la hidrélisis acida (6 M HCI) y derivatizacién pre-
columna con AQC. Las condiciones de deteccion: dex = 250 nm y Aem =
395 nm. Los limites de cuantificacién reportados fueron desde 0.044 uM
para-fenilalanina hasta 1.07 uM para lisina. (1 — a. aspartico, 2 — serina, 3
— a. glutamico, 4 — glicina, 5 — histidina, 6 — arginina, 7 — treonina, 8 —
alanita, 9 — pirolina, 10 — estandar interno, 11 — tirosina, 12 — valina, 13 —

lisina, 14 — isoleucina, 15 — leucina, 16 — fenilalanina)

El pre-tratamiento de muestra consistié en la hidrélisis acida (7 M HCI),
eliminacion de residuos de acido y derivatizacién con OPA. La separacion se

llevé a cabo en la columna de fase inversa en el gradiente de acetonitrilo y
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tetrahidrofurano (pH 7.2). Cabe sefalar que, este método permitioé la deteccion
de CML en las muestras provenientes de los pacientes diabéticos. Es
importante sefialar que, OPA reacciona principalmente con aminas primarias,
por lo que se puede discriminar entre la CML libre y enlazada a proteinas.

En el caso de AQC, este ha sido reportado como agente derivatizante de
aminas primarias y secundarias, lo que en principio permite su uso para los
AGEs enlazados a biomoléculas. En la Figura 10 se presenta el cromatograma
obtenido en el analisis de una formula lactea para bebes por Bosch y col. [99],

donde se observa la separacion de 16 compuestos en 42 min.

1.6. Originalidad y justificacion del presente trabajo.

Numerosos estudios han demostrado que los AGEs exdgenos provocan
dafo in vivo [31,100-102]. Se ha observado una correlacion positiva entre los
AGEs en la dieta y los niveles séricos de estos compuestos [32,103,104]. Los
estudios con ratones revelaron que, la dieta alta en AGEs contribuye en el
desarrollo de dafo renal, trastornos cardiovasculares y procesos de
envejecimiento [28,105,106]. Asimismo, la restriccion de consumo de AGEs
exdégenos provoca una disminucién de los AGEs circulantes y mejora la
sensibilidad a insulina [105,107-110].

Una limitacidon general de los trabajos realizados hasta la fecha es falta
de un balance cuantitativo entre la ingesta de especificos AGEs y los niveles de
biomarcadores de cambios in vivo. De ahi, la importancia del desarrollo de
herramientas analiticas, adecuadas para la cuantificacion de AGEs especificos

en los alimentos.

En el presente trabajo se proponen dos procedimientos por
cromatografia de liquidos para la determinacién de CML en comida preparada.

En particular, se emplean dos agentes derivatizantes reportados en la
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bibliografia: orto-ftalaldehido (OPA) y Carbamato de 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidilo (AQC). Cabe sefialar que, OPA es un agente recomendado
para la derivatizacion de aminas primarias, de acuerdo con el esquema de

reaccion que se presenta en la Figura 11.

H S—CH;—R,
HS—CH;—R, Y
+ N—CH—R,
o H,N—CH—R, ~ ||‘ + 2H,0
3

H Rs

Figura 11- Esquema de la reaccién de derivatizacion de aminas primarias con orto-

ftalaldehido (OPA) en presencia de 2-mercaptoetanol (BET).
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Figura 12-. Esquema de la reaccién de derivatizacion de aminas primarias y

secundarias con AQC.
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En el caso de AQC, este reactivo forma derivados de aminas primarias y
secundarias, tal como se observa en el esquema de la reaccion (Figura 12).

El uso de dos diferentes reactivos de derivatizacién permite aumentar la
confiabilidad de los resultados obtenidos. Ademas, utilizando dos agentes
derivatizantes en secuencia (primero OPA y luego AQC) se abre la posibilidad
de desarrollar un procedimiento selectivo para los compuestos de caracter de
amina secundaria, como es el caso de CML.

En cuanto a las aplicaciones de la metodologia analitica a desarrollar, es
importante mencionar el estudio clinico realizado en el Instituto de
Investigaciones Medicas de la Universidad de Guanajuato. Dicho estudio se
enfoca en el posible efecto de los AGEs exdgenos en el desarrollo de las
complicaciones en diabetes. Se consideran tres grupos de pacientes diabéticos,
definidos en base al estado de desarrollo de las complicaciones
microvasculares. Después de un periodo de consumo de dietas con diferente
contenido de los AGEs, en estos pacientes se evaluaran los marcadores clinicos
relacionados con diabetes. La metodologia propuesta permitird evaluar las
dietas utilizadas en el estudio.

Por otra parte, los procedimientos desarrollados en este trabajo
permitiran optimizar el proceso de obtencion de albumina modificada con CML,
mediante evaluacion de grado de conversion de lisina en CML. El estandar CML-
BSA se empleara en la inmunizacion de conejos de laboratorio para mas

eficiente produccion de anticuerpos especificos contra CML.
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2. Objetivos

21 Objetivo general

El objetivo general de este estudio fue desarrollar la metodologia
analitica de determinacién de los precursores de AGEs en diferentes muestras
biolégicas para su aplicacion en un estudio clinico sobre relevancia de los

niveles de AGEs en alimentos en el desarrollo de diabetes.

2.2 Objetivos especificos

Con el fin de lograr el objetivo general se definieron los siguientes

objetivos particulares:

1. Sintetizar N-g(carboximetil)-lisina y furosina.

2. Desarrollar metodologias cromatograficas, basados en la derivatizacion pre-
columna de las aminas primarias y/o secundarias, para la separaciéon y
determinacién de los compuestos sintetizados.

3. Aplicar los procedimientos cromatograficos en el estudio de la glucosilacién
de albumina (BSA) con el fin de obtener el estandar de CML-BSA.

4. Determinar los AGEs en las muestras de alimentos, provenientes del estudio
clinico enfocado al posible impacto de AGEs exdgenos en los pacientes

diabéticos.
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3 Parte experimental

3.1 Instrumentos

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion, modelo 1050 de Hewlett-Packard
Detector espectrofotométrico de onda multiple, modelo 1050a de Hewlett
Packard.

Detector espectrofluorimétrico modelo 1046a de Hewlett Packard.

Paquete de software ChemStation, para la manipulacién de los detectores y del
cromatografo de liquidos de alta resolucion.

Purificador de Agua Millipore, LabConco Water Pro PS. Para obtener calidad de
agua Mili-Q 18MQ-cm?.

Hidrogenador Catalitico marca Cole-Palmer

Micro centrifuga, Labnet International, Inc.

Balanza Analitica, Kern ALS 120

Potenciémetro con electrodo combinado (Corning)

Vortex Genie 2, Fisher Scientific.

3.2 Materiales

Tubos Falcon de 50 mL

Tubos Falcon de 25 mL

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Micro viales de reaccién de 3mL Supelco

Micro pipetas Eppedorf 2, 20 uL, 10-100 uL, marca Labpette.
Micro pipetas Eppedorf 20-200 uL, 10-1000uL, marca Nichiryo.
Matraces volumétricos de 10, 25, 50 mL.

Pipetas Volumétricas de 10, 20 mL.
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3.3 Reactivos

Z-Lys-OH: Lisina protegida en el nitrégeno « con un grupo benziloxicarbonilo
(CBZ 6 Z) fue de Fluka, con un grado de pureza de >99%.

t-Boc-Lys: Lisina protegida en el nitrégeno « con un grupo t-butiloxicarbonilo (t-
BOC) fue de Fluka, , con un grado de pureza de >99%.

Lys: Lisina monohidroclorada, sustrato y blanco de reaccién, fue de Sigma, con

un grado de pureza de >98% (TLC).

OPA: O-fttaldehido 6 Benceno-1,2-dicarboxialdehido, para derivatizacion pre-
columna para amino acidos por medio de HPLC, fue de Sigma, con un
grado de pureza de >97%.

DSC: Carbonato de N,N" disuccinimidilo, sustrato para preparar un agente
derivatizante el cual es un carbamato (AQC), fue de Sigma, con un grado
de pureza de >95% (NMR)

6-AMQ: 6-Amino-quinolina, sustrato para preparar un agente derivatizante

(AQC), fue de Sigma, con un grado de pureza de >98%.

BME: 2-mercaptoetanol 6 B-mercaptoetanol, se adiciona en la preparacion de
OPA como agente anti-oxidante por los grupos sulfihidrilos, fue de
Sigma, con un grado de pureza de >98.5%.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacetico, se utiliza para eliminar traza de metales,
fue de Reactivos Monterrey, con un grado de pureza de >95%.
D-Fructosa (CsH1206): Fructuosa o azucar de la fruta, sustrato de reaccion, fue

de Sigma, con un grado de pureza de >99%.

MeCN: Acetonitrilo, fue de Caledon Laboratories, con un grado de pureza del

tipo HPLC.
MeOH: Metanol, fue de Caledon Laboratories, con un grado de pureza del tipo
HPLC.

H3BO3: Acido Bérico, para preparar buffer de boratos salino, fue de Sigma, con

un grado de pureza de >99.5%.
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H3PO4: Acido Fosférico, para preparar buffer de fosfatos salino, fue de Sigma,

con un grado de pureza de >85%

NaH2PO4: Fosfato monosoédico, para preparar buffer de fosfatos salino, fue de
Sigma, con un grado de pureza de >98%.

NaBHsCN: Cianoborohidruro de sodio, es una gente reductor de aminacién de
aldehidos, cetonas y en nuestro caso de alquilaciéon de aminas, fue
de Sigma, con un grado de pureza de >90%.

CH3COONHs4: Acetato de amonio, para preparar buffer de acetatos, fue de

Sigma, con un grado de pureza de >99%.

CH3COONa: Acetato de sodio, para preparar buffer de acetatos, fue de Sigma,

con un grado de pureza de >99%.

OHCCOOH: Acido glioxalico 6 acido oxoetanoico, sustrato de reaccion, fue de

Fluka, con un grado de pureza de >97%.

HCI: Acido clorhidrico concentrado (Solucién), para preparar disoluciones con

diversas concentraciones, fue de Karal SA de CV.

NaOH: Hidroxido de sodio, para preparar disoluciones con diversas

concentraciones, fue de Fluka, con un grado de pureza de >98%.

(C2Hs)3N: Trietil amina, modificador en la separacion RP-HPLC de acuerdo a su

polaridad asi como mejora la resolucion de aminoacidos por medio de
HPLC suprimiendo la cola de picos cromatograficos, fue de Sigma, con
un grado de pureza de >99%.

Dowex 50WX8: Resina de intercambio catidnico, purificacion de medio de

reaccion, fue de Sigma.

lle: |soleucina, blanco de reaccién, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98% (TLC).

Asp: Acido aspartico, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de
pureza de >98% (TLC).

Phe: Fenilalanina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza
de >98% (TLC).

His: Histidina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98%.

Glu: Acido glutdmico, blanco de reaccién, fue de Sigma, con un grado de
pureza de >98% (TLC).
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Leu: Leucina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98%.

Ser: Serina, sustrato y blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de
pureza de >98% (TLC).

Val: Valina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98%.

Arg: Arginina, blanco de reaccién, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98%.

Thr: Treonina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98% (TLC).

Met: Metionina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98% (TLC).

Ala: Alanina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98%.

Cys: Cisteina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98% (TLC).

Pro: Prolina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98% (TLC).

Gly: Glicina, blanco de reaccion, fue de Sigma, con un grado de pureza de
>98%.

Disoluciones

Tampdn de carbonatos 400 mM ajustando a pH 10.3 con hidréxido de sodio.
Tampon de fosfatos 25 mM ajustando a pH 7.4 con hidréoxido de sodio.

Tampodn de acetatos 50 mM a pH 6.5.

Tampon de acetatos 10 mM, trietilamina 10 mM y ajustado con acido fosférico
a pH6.5.

Tampdn de boratos 400 mM ajustando el pH 9.7 con hidroxido de sodio.
3.4 Columnas Analiticas

LC-PAH C18 (5 um, 150 x 4.6 mm), marca Supelco

Luna C18 (5 um, 150 x 4.6 mm), marca Phenomenex.
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4, Resultados y discusién

Para avanzar en el conocimiento sobre posible efecto de los AGEs
exdgenos en el desarrollo de las complicaciones en diabetes, en este trabajo se
desarrolla la metodologia analitica para la determinacion de los precursores de
AGEs en muestras de alimentos. En primer lugar se presentan los resultados
obtenidos en la sintesis de CML y furosina a partir de lisina con el nitrégeno o
protegido quimicamente. En este caso, se llevo a cabo el seguimiento de la
reaccion mediante la cromatografia en capa fina y mediante la cromatografia de
liquidos en fase inversa con derivatizacion pre-columna. Una vez demostrada
la conversion de lisina formando precursores de AGEs, se a puesto a punto el
procedimiento cromatografico para la separacion/detecciéon de amino acidos,
basado en la derivatizacion de los grupos amino con carbamato de 6-
aminoquinolil-N-hidrosuccimidilo (AQC). A continuacién, se demostro la utilidad
de este procedimiento en la determinacién de grado de conversion de lisina en
N-¢ (carboximetil)-lisina en albumina (BSA). Los resultados obtenidos fueron
confirmados mediante un procedimiento alternativo, en el que para la
derivatizacion fluorescente se utilizd orto-ftalaldehido (OPA). Finalmente, se
llevé a cabo el analisis de una serie de muestras de comida, provenientes del
estudio clinico. Dependiendo de la composicion nutricional y manera de
elaborar los alimentos, estas muestras han sido clasificadas de manera
preliminar como “altas” y “bajas” en AGEs. Puesto que, el enfoque del estudio
clinico ha sido en el posible impacto de los AGEs exdgenos en el desarrollo de
complicaciones en diabetes, ha sido de suma importancia obtener Ia
informacion mas especifica de los AGEs en la comida a utilizar. En este capitulo
se describen sistematicamente los resultados obtenidos en el desarrollo del

trabajo analitico.
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4.1. Sintesis y caracterizaciéon cromatografica de N-g¢ (carboximetil)-

lisinay de furosina

En cromatografia de liquidos la identificacién de los compuestos requiere
el uso de estandares de los solutos de interés. En el caso de compuestos no
identificados, estos pueden ser caracterizados mediante técnicas de analisis
estructural tales como espectroscopia de resonancia magnética nuclear, o
espectrometria de masas con la fuente de ionizacién suave. En la bibliografia
sobre AGEs se han encontrado trabajos, en los que los estandares fueron
obtenidos mediante incubacion de proteinas (albumina, colageno, lisosoma,
etc.) con acido glioxalico, o fructosa [111-113]. Relativamente pocos reportes
han sido enfocados a la obtencién de precursores de AGEs (en particular CML
y furosina) a partir de lisina con el nitrdgeno a protegido quimicamente [114-
116]. Asi, Glomb y col.[48] utilizaron lisina protegida con un grupo
terbutiloxicarbonilo (t-Boc) y el acido yodo acético como el agente glicante. La
reaccion se llevo a cabo a pH 10 (tampdn de fosfatos) y, para la desproteccion
del nitrégeno o se utilizé el acido clorhidrico 3 M. Es importante que, el
rendimiento de la sintesis fue relativamente bajo (22 %) [48,117].

Con el fin de mejorar el rendimiento de la sintesis, en el presente trabajo
se han examinado diferentes condiciones quimicas de la sintesis, los que se
presentan esquematicamente en la Figura 13. Se estudié también el efecto de
diferentes soluciones reguladoras (tampones de fosfatos, boratos y carbonatos),
pH (7 — 10.5), temperatura y tiempo de reaccion. En cada uno de los casos, se
caracteriz6 el producto obtenido mediante la cromatografia en capa fina.

Los mejores resultados fueron obtenidos utilizando la ruta (C) (Figura
13). En concreto, la reaccion Maillard se llevo a cabo con (Z-Lys-OH) y el acido
glioxalico (relacion molar 1:1), en la solucion de tampon de fosfatos a pH 7.4.
Para reducir la BSf formada, se agregd un exceso de cianoborohidruro de

sodio.
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1- Acido Bromoacetico
2.- Hidrogenacion catalitica

H, Pd-C

1- Etil Bromoacetato COOH

COOH 2.- Hidrogenacion catalitica
H,N NH H, Pd-C > Y\NH NH,
CBz , OH
1- Acido Glioxalico
Z-lisina-OH CML

2- Red. con NaBH,
3.- Hidrogenacion catalitica

H, Pd-C

Figura 13. Esquema de las condiciones propuestas con el fin de mejorar el
rendimiento de la sintesis de CML. (1 — agente glicante, 2 y 3 —

condiciones de desproteccion).

Figura 14. Evidencia de la formacién de lisina modificada

(Rxn 3) en la ruta de sintesis de CML a partir de Z-Lys-

;l OH vy acido glioxalico. Las condiciones de Ila
4 cromatografia en capa fina: fase estacionaria — silica gel
} f}’ soportado en aluminio y fase movil — n-butanol:acido
Lisina aceético: agua (4:1:5)
Rxn 3
Z-1ys-OH

de sodio (37 °C, 72 hr.)[114]. Después de la sintesis, la desproteccion del
nitrogeno o se obtuvo mediante la hidrogenacién catalitica (H2/Pd/C). El
producto obtenido fue purificado en el cartucho relleno con intercambiador
cationico (Dowex 50-X8). En la Figura 14 se presentan la placa de
cromatografia en capa fina, donde claramente se observa la formacion de un

nuevo compuesto (Rf = 0.31).
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En el caso de furosina, la sintesis se obtuvo a partir de lisina protegida
con el grupo t-butiloxicarbonilo (t-Boc-Lys-OH) y fructosa (relaciéon molar 1:1).
La desproteccion del nitrégeno o se obtuvo mediante hidrdlisis acida (3 mol L
HCI) [115]. El producto obtenido fue purificado de la misma manera que CML.

Para evaluar el rendimiento de la sintesis de CML y de furosina se
adaptdé el procedimiento cromatografico basado en la derivatizacion pre-
columna con el reactivo AMQ para formar los compuestos fluorescentes,
derivados de lisina protegida (t-BOC-Lys-OH, Z-Lys-OH), lisina, CML y furosina.

El carbamato de 6- aminoquinolil-N-hidrosuccimidilo (AQC) fue
sintetizado de acuerdo con la literatura [94]. Para evitar presencia de trazas de
agua, el acetonitrilo fue secado con carburo de calcio. Se pesaron 24 mg
(0.1mmol) de carbonato de di (N-succimidilo) (DSC), se agregdé 1 mL de
acetonitrilo seco y la mezcla se calentd en reflujo. Posteriormente, a la solucion
de DSC/MeCN seco en reflujo, se agregaron en pequefas porciones 12 mg (0.1
mmol) de 6-Aminoquinolina (AMQ) y se dejoé por un periodo de 30 minutos.
Finalmente, la solucion se concentré en un rota vapor y, después de enfriar (24
hr.), los cristales obtenidos se filtraron y lavaron con acetonitriio seco. Se
tomaron 6 mg de producto para preparar una solucién de AQC 20 mM en
acetonitrilo seco. La reaccion se presenta esquematicamente en la Figura 15.

Para la reaccion de derivatizacion se tomaron 10 yL de la solucion de
lisina protegida, o de CML, 6 de furosina, a cada una se agregaron 20 yL de
tampon de boratos (0.2 M, pH 8.8), 10 uL de reactivo (AQC) y 400 puL de agua.
Después de mezclar las soluciones, estas se dejaron por 1 min y se tomaron 20
ML para el analisis cromatografico.

Partiendo de las condiciones de separacion cromatografica reportados
en bibliografia [94], en el desarrollo experimental se examinaron diferentes

columnas de fase inversa, diferentes fases méviles y condiciones de elucion.
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Carbamato de

AN NH; 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccimidilo
| — + O A AQC
N —_—
N
6-Aminoquinolina “OH
Carbonato de Di o)
AMQ (N-succimidilo)

N-hidroxisuccinimida
NHS

DSC

Figura 15. Esquema de la sintesis del reactivo derivatizante AQC.

i_as condiciones finales se describen a continuacion. Se utilizé la
columna de fase inversa utilizando la fase mévil de tampdn de acetatos (60 mM)
con 20 mM trietilamina (pH 5.0) en gradiente de acetonitrilo (de 10 % a 50 %
ACN de 0 a 15 min) y el flup de 0.9 mL/min. En la deteccion
espectrofluorimétrica la excitacion se obtuvo a 245 nm y emision se midio a 395

nm. El tiempo de separacion fue de 15 minutos.

En primer lugar se llevo a cabo el analisis de los estandares de lisina, t-
BOC-Lys-OH y Z-Lys-OH, observandose en cada uno de los casos un solo pico
cromatografico con tiempo de retencion respectivamente 6.1 min, 10.9 min y
12.3 min. Estos resultados demuestran la viabilidad de utilizar el reactivo
derivatizante AQC para este tipo de analisis y también permiten identificar los
picos cromatograficos observados en el analisis de la composicion de la
solucion después de la sintesis de CML y de furosina. Tipicos cromatogramas
obtenidos en estos experimentos se presentan en la Figura 16.
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5 - t-Boc-Lys-OH
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Figura 16 Tipicos cromatogramas de lisina protegida (—) y de los AGEs

sintetizados (----), obtenidos después de la derivatizacién de estos
compuestos con AQM: (a) sintesis de CML y (b) sintesis de

furosina. Condiciones de la sintesis, de derivatizacion y de

separaciéon cromatografica se detallan en el texto.

En el caso de la sintesis de CML (Fig 16a), en el cromatograma se

observa la elucion de lisina (descomposicion de Z-Lys-OH), de lisina protegida y

CML (tret = 9.8 min). Los tres picos marcados en los cromatogramas como R1,
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R2 y Rs aparecen también en el cromatograma de blanco (reactivo
derivatizante), por lo que han sido adscritos a fluorescencia del reactivo (AQC y
intermediarios en su sintesis, de acuerdo a la bibliografia). Se puede estimar
que el rendimiento de la sintesis de CML fue de aprox. 33 %. De manera
analoga, en la Fig. 16b se presentan cromatogramas obtenidos en el analisis de
la -BOC-Lys-OH y de los productos de la sintesis de furosina (la solucion
después de DOWEX 50-WS8).

Resumiendo, en esta parte de trabajo se logré sintetizar CML y furosina.
El rendimiento de la sintesis fue mas alto con respecto con los datos
bibliograficos, dichos compuestos se pueden emplear como estandares en el
analisis de dos precursores de AGEs en alimentos. En segundo lugar, se
propuso el procedimiento analitico basado en la derivatizacion pre-columna,
separacion por CLAR en fase inversa y deteccion espectrofluorimétrica de
lisina, Z-Lys-OH, CML, t-BOC-Lys-OH vy furosina (15 min). Este procedimiento
permite llevar a cabo el control analitico de la sintesis de los precursores de
AGEs.

4.2. Estudio de la derivatizaciéon pre-columna en la separaciéon de amino
acidos por cromatografia de liquidos de alta resolucién en fase
inversa
Una vez demostrada la factibilidad de utilizar el reactivo AQC en la

derivatizacion pre-columna de los precursores de AGEs, se continudé con el

desarrollo de los procedimientos analiticos para el analisis de muestras de
alimentos. Como se describe en la Introduccién, el AQC reacciona con aminas
primarias y secundarias. Logicamente, en el extracto proteolitico de comida se
van a encontrar una serie de amino acidos, que forman derivados fluorescentes
con AQC y que tienen que ser resueltos de los derivados de AGEs en la
columna cromatografica. Asi que, en primer lugar se llevd a cabo la separacién
de una mezcla estandar de amino acidos. Para ello, se prepard una solucion de

isoleucina (lle), acido aspartico (Asp), fenilalanina (Phe), histidina (His) acido
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glutamico (Glu), leucina (Leu), serina (Ser), valina (Val), arginina (Arg), treonina
(Thr), metionina (Met), alanina (Ala), cisteina (Cys), lisina (Lys), prolina (Pro) y
glicina (Gly), conteniendo una concentracion de 4 mM de cada uno de los
compuestos. Para la reaccion de derivatizacion, se tomaron 20 uL de esta
solucion, se agregaron 80 uL de tampdn de boratos (400 mM) y 20 ul de la
solucion de AQC (10 mM). Después de 1 minuto, la mezcla se diluyé con 180
uL de agua desionizada para llegar a un volumen final de 300 pL.

De manera semejante como en la seccion anterior, las condiciones de
separacion cromatografica fueron seleccionadas experimentalmente, probando
diferentes columnas de fase inversa asi como variando la composicion de fase
movil y las condiciones de elucion. El criterio de seleccion fue lograr la
separacion de los compuestos a linea base en un tiempo razonablemente corto.
Las condiciones finales fueron: la columna LC-PAH C18 (150 x 4.6 mm, 5 um,),
marca Supelco, elucion con el tampon de acetatos (50 mM, pH 6.3) en
gradiente de acetonitrilo y con el flujo 0.9 mL/min. El programa de gradiente se
muestra en la Tabla 1. En la deteccion espectrofluorimétrica, la excitacion se

llevd a cabo a 245 nm y la emision se midio en la longitud de onda de 395 nm.

Tabla 1 Programa de gradiente en la separacién de los derivados de 16

aminoacidos con AQC.

Tiempo, min % MeCN, viv % Tampdn de acetatos, v/iv

0 7.0 93.0
4.0 11.5 88.5
4.5 13.5 86.5
13.0 18.0 82.0
13.5 20.0 80.0
17.5 22.0 78.0
18.0 46.0 54.0
22.0 55.0 45.0
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En la Figura 17 se presentan los cromatogramas obtenidos. Para visualizar
mejor la elucion de lisina y que esta fuera libre de contribucion de otros
compuestos, se comparan los resultados obtenidos para dos mezclas de amino

acidos: una sin lisina y otra conteniendo lisina.
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Figura 17. Tipicos cromatogramas de los derivados de dos mezclas de amino
acidos con AQC: (—) — amino acidos sin lisina y (---) amino acidos
con lisina. Los detalles del procedimiento en el texto. 1.- a.
aspartico, 2.- a. glutdmico, 3.- serina, 4.-glicina, 5.-treonina, 6.-
histidina, 7.- prolina, 8.- alanina , 9.-arginina,10.- derivado de lisina,
11.- metionina, 12.- aminoquinolina (AMQ), 13.- leucina, 14.-
fenilalanina, 15.- amoniaco, 16.-valina, 17.- isoleucina, 18.- derivado

de lisina, 19.- cisteina

En primer lugar es necesario resaltar que, las condiciones cromatograficas
propuestas en este trabajo permitieron reducir significativamente el tiempo de
separacién, respecto a los resultados reportados por otros autores (Fig. 10,
[99]). Como se observa en la Figura 17, los amino acidos fueron resueltos en 22
minutos, mientras que en el trabajo citado, el tiempo de cromatograma fue de
45 min. Por otro lado, en la Figura 17 se observa muy buena reproducibilidad de
separacion de amino acidos que presentan estructura de aminas primarias. En

cuanto a lisina, al agregar este amino acido a la mezcla estandar aparecen dos
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nuevos picos de elucidon con tiempos de retencidon 8.4 min y 16.45 min
respectivamente. En la Figura 18 se presenta un aumento de las zonas de
cromatogramas de mezclas de amino acidos correspondientes a las regiones

de elucion de estos picos.
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Figura 18. Aumento de las dos regiones de cromatogramas presentados en la
Figura 17, correspondientes a la elucion de lisina derivatizada con
AQC: (a) el derivado obtenido en la reaccion de grupo —NH2 de
lisina con AQC y (b) el derivado obtenido en la reaccion de dos

grupos amino en la molécula de lisina con AQC (ver Fig. 12)

Como se hace notar en la parte de introduccion, el reactivo AQC puede
reaccionar con las aminas primarias y secundarias (Figura 12). Puesto que
lisina presenta dos grupos de amina primaria en su estructura, en el
cromatograma se observa la elucion de dos compuestos, formados con
participacion de un grupo amino o dos. Tomando en cuenta la mayor polaridad
del derivado con una molécula de AQC, se asume que el pico con tret = 8.4 min
corresponde a la elucion de Lys-AQC, mientras que el pico con tret = 16.45 min

corresponde a la elucién de Lys — (AQC)a.
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En conclusién, el procedimiento cromatografico propuesto asegura la
resolucién de derivados de lisina con AQC de otros amino acidos esperados en

las muestras de comida.

4.3. Aplicacion del procedimiento cromatografico desarrollado en la
evaluacion de grado de conversidon de lisina en N-¢ (carboximetil)-

lisina en albumina

La siguiente etapa de trabajo consisti6 en emplear el procedimiento
cromatografico propuesto en evaluaciéon de grado de conversion de lisina en
albumina (BSA), mediante incubacién con un agente glicante. De esta manera
se pretende lograr la separacion de CML de los amino acidos, después de la
hidrdlisis de proteinas y derivatizacion pre-columna con AQC.

Para obtener la proteina modificada con CML, en 1 mL de tampodn de
fosfatos (400 mM, pH 7.2) se disolvieron 50 mg de BSA. A esta solucién se
agregaron 14 mg (0.2 mmol) de acido glioxalico y 29 mg (0.4 mmol) de
cianoborohidruro de sodio (para facilitar la reduccién de la BSf). La mezcla se
incubd en 37 °C durante 24 hrs. El blanco fue preparado siguiendo el mismo
protocolo, pero sin agregar al agente glicante (acido glioxalico).

En las dos muestras se llevo a cabo la hidrélisis de proteinas. Para ello,
se tomaron 20 uL de cada una de las soluciones y, junto con 1 mL de acido
clorhidrico 6 M, se colocaron en microviales de 3 mL. La hidrélisis se llevo a
cabo a temperatura 110 °© C durante 24 horas. Finalmente, las muestras se
evaporaron hasta sequedad y se re-disolvieron en 250 uL de una solucién de
tampodn de boratos (400 mM).

En las muestras hidrolizadas, con alto contenido de aminoacidos libres
(incluyendo CML), se realiz6 la reaccion de derivatizacion con AQC. En
concreto, a 20 uL del hidrolizado de BSA 6 BSA-CML se agregaron 80 uL de
tampon de boratos (400 mM) y 20 uL de AQC (10 mM). Después de 1 min, la

mezcla se diluyé hasta 300 puL con agua desionizada y se inyectaron 20 ul de
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cada una de las soluciones al sistema cromatografico. Las condiciones de
separacion y de deteccion espectrofluorimétrica fueron las mismas que las
propuestas para la separacion de derivados de aminoacidos en la seccion
anterior.

En la Figura 19 se presentan los cromatogramas obtenidos. Al comparar
el cromatograma de hidrolizado de CML-BSA y de blanco (BSA sin modificar),
se observa muy buena concordancia entre los tiempos de retencion e
intensidad de mayoria de los picos, lo que indica muy buena reproducibilidad
del procedimiento para amino acidos. Por otro lado, existen diferencias entre los
dos cromatogramas. En concreto, en el cromatograma de BSA modificado con
acido glioxalico, aparecen dos nuevos picos, entre cuarto y quinto minuto de
cromatograma. Estos picos se pueden observar con mayor claridad en la Figura
20a, donde se amplia la regién de elucion de estos picos (entre cuarto y sexto
minuto de cromatograma). Por otro lado, en el cromatograma de hidrolizado
de CML-BSA presentado en la Figura 19, los picos de derivados de lisina (Lys
— AQC, tret = 8.4 min, Lys —(AQC)z2, tret = 16.45 min, ver Fig. 18 a) se ven
suprimidos respecto a su intensidad en el cromatograma de blanco (BSA sin

modificacion).

1007
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v
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Figura 19. Cromatograma de hidrolizado de albumina modificada (—) y de
albumina sin modificar (---) después de la derivatizacién con AQC

(Las condiciones cromatograficas iguales que en las Figuras 17 y 18).
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En este caso, también se presenta una ampliacion de las regiones de
cromatograma: 7 - 9 min (Figura 20 b) y 14 — 18 min (Figura 20 c). Los
resultados obtenidos indican que, al incubar BSA con agente glicante, se logré
la modificacion de lisina formando CML.

Para confirmar estos resultados, se llevdo a cabo el andlisis
cromatografico de las mismas muestras (después de la hidrdlisis), pero
utilizando otro reactivo derivatizante. Se opt6é por emplear orto-ftalaldehido que
es un derivatizante comun en el analisis de aminas primarias (Figura 11) [98].
Para la reaccion se tomaron 20 puL de la muestra, se agregaron 100 uL de
tampon de boratos (400 mM) y 50 uL de la solucion de OPA (40 mM). Después
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de 1 minuto, se inyectaron 20 uL de la solucién al sistema cromatografico. La
separacion se realizé en la columna de fase inversa LC-PAH C18 (150 x 4.6
mm, 5 um) de Supelco, utilizando elucion en gradiente con el flujo 1 mL/min. El
programa de gradiente fue seleccionado experimentalmente y se presenta en la
Tabla 2. En la deteccidon espectrofluorimétrica se utilizaron las longitudes de

onda de excitacion y emision de 330 nm y 450 nm respectivamente.

Tabla 2. Programa de gradiente en la separacion de derivados de aminas
primarias con OPA. Fase movil A — tampdn de fosfatos 25 mM, pH

7.2; fase movil B — acetonitrilo y fase movil C - metanol

Tiempo, min % A, viv % B, viv % C, viv
0 10 5 5
1 10 5 5
19 25 35 40

Los cromatogramas obtenidos para los hidrolizados de BSA y de CML-
BSA se presentan en la Figura 21. De manera similar que el procedimiento con
AQC, este también presenta muy buena reproducibilidad en el analisis de amino
acidos, puesto que se observa concordancia entre tiempos de retencion e
intensidad de mayoria de los picos en los cromatogramas de dos muestras. Sin
embargo, cuando la derivatizacion se lleva a cabo con OPA, en el
cromatograma de CML-BSA aparece solamente un nuevo pico, respecto al
cromatograma de BSA. En la Figura 22 a se presenta ampliaciéon de la zona de
cromatograma correspondiente a la elucién de este pico (tret = 7.85 min). En
cuanto a la elucién de lisina derivatizada con OPA, se observa un pico con tret =
20.56 min, cuya intensidad en el cromatograma de CML-BSA es menor en
comparacién con el cromatograma de BSA (Figura 22 b presenta la ampliacion
de esta regidén de cromatograma). Es importante sefialar que, de acuerdo con la

reactividad de OPA, la lisina forma un solo derivado. Los resultados obtenidos
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confirman que, al incubar la albumina con el acido glioxalico, ocurrid la
modificacion de lisina contenida en la estructura de proteina formando CML-
BSA.

30 7
25 7

Fluorescencia relativa
—
(4,1
|

Tiempo, min

Figura 21. Cromatograma de hidrolizado de albumina modificada (----) y de
albumina sin modificar (—) después de la derivatizacion con OPA

(Las condiciones cromatograficas se describen en el texto).

Finalmente, en base a medicion de areas de picos cromatograficos, se evalué el
grado de conversioén de lisina en CML en BSA modificado por incubacion con el
acido glioxalico. Los porcentajes de conversion obtenidos en el procedimiento
con AQC y con OPA fueron 524 + 9.7 % y 62.3 + 4.1 % respectivamente.
Aceptable concordancia entre estos resultados confirma la validez de ambos
procedimientos empleados. Por otra parte, el grado de conversion de lisina a
CML fue relativamente alto, por lo que CML-BSA obtenida en el estudio puede
ser utilizada como estandar de este AGE y también puede emplearse en la
produccion de anticuerpos contra CML.
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Figura 22. Aumento de dos regiones de cromatogramas presentados en la
Figura 21, correspondientes a la elucién de: (a) CML derivatizada
con OPAy (b) Lys-OPA

4.4. Empleo de dos agentes derivatizantes (OPA y AQC) en el analisis de
albumina modificada (CML-BSA) y sin modificar (BSA)

De acuerdo con los esquemas de reacciones de aminas con OPA y AQC
presentadas en las Figuras 11 y 12 (Introduccién), los resultados presentados
en la seccion anterior confirman la diferente reactividad de estos dos
compuestos con grupos amino primarias (-NH2) y secundarias (-NH-). Asi,
aminas primarias forman un solo derivado con OPA, mientras que en la
reaccion con AQC se forman dos derivados (CML-AQC y CML-(AQC)3). La idea
original en esta parte de trabajo ha sido llevar a cabo dos reacciones de
derivatizacion en serie con el fin de aumentar la selectividad del procedimiento
hacia las aminas secundarias (CML). Asi, en la primera reaccién con OPA se
podria esperar su unién con aminas primarias y, al emplear el segundo reactivo
derivatizante (AQC), solamente se llevaria a cabo la reaccién con aminas
secundarias. En consecuencia, utilizando las condiciones de deteccion

espectrofluorimétrica para los derivados con AQC, es de esperar un menor
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numero de picos en el cromatograma, faciltando de esta manera la
determinacién de CML.

Para este experimento se tomaron 20 uL de hidrolizado de BSA, o de
CML-BSA, se agregaron 80 uL de tampdn de boratos (400 mM) y 20 uL de la
solucion OPA (10 mM). Se dejaron las muestras 5 minutos para completar la
reaccion y se les adicionaron 20 uL de la solucion de AQC (10 mM). Después
de 1 min, las muestras fueron introducidas al sistema cromatografico (volumen
de inyeccioén 20 ulL). La separacion se llevo a cabo en la columna LC-PAH C18
(150 x 4.6 mm, 5 um) de Supelco, utilizando las condiciones de elucion iguales
que en el procedimiento propuesto para los derivados AQC (Tabla 1). Las
condiciones de flujo en la columna (0.9 mL/min) y las condiciones de deteccion
(Aex = 245 nm, Lkem = 395 nm) fueron los mismos que en el procedimiento
propuesto.

Los cromatogramas de hidrolizados de BSA y de CML-BSA obtenidos se
presentan en la Figura 23. De acuerdo con lo esperado, se observa la supresion
de mayoria de los picos respecto a los cromatogramas obtenidos con un solo
agente derivatizante (Figuras 19 y 21). Las mayores diferencias entre los dos
cromatogramas se observan en las regiones de elucion entre 8 - 10 y 18 - 20
min. La ampliacion de estas regiones se presenta en las Figuras 24a y 24b
respectivamente. En la Figura 24 a se observa claramente la formacién de un
nuevo pico de elucién en el hidrolizado de CML-BSA, que no existe en el
cromatograma de BSA. Puesto que el pico de elucion de lisina derivatizada
disminuy6é como resultado de incubacién de BSA con acido glioxalico, el nuevo
pico se puede adscribir a la formacion de lisina modificada (CML). En cuanto a
los compuestos derivatizados detectados en el cromatograma, se propone que
OPA esta unido al grupo —NH: libre de CML y AQC se une con el grupo —NH-.
Es de notar que, el tiempo de retencién de compuesto derivado (8.7 min, Fig. 24
a) no coincide con los tiempos de retencion de derivado con AQC (4.4 min, 4.9

min, Fig. 20 a) ni con el de derivado con OPA (7.9 min, Fig. 22a). El caracter

0. José Gpe. Judrez Eguia Tesis de Maestria en Ciencias

45



mas hidrofobo de la nueva especie parece confirmar que en este caso ocurre

una derivatizacion doble.
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Figura 23. Cromatograma de hidrolizado de albumina modificada (----) y de

albumina sin modificar (—) después de la derivatizacion con OPA'y

AQC (Las condiciones cromatograficas se describen en el texto).
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Figura 24. Aumento de dos regiones de cromatogramas presentados en la

Figura 23, correspondientes a la elucién de: (a) CML derivatizado y

(b) Lys derivatizada
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En el caso de lisina (Fig. 24 b), sus dos grupos —NH2 deberian ser
saturadas con OPA y de esta manera la sensibilidad de su deteccion en las
condiciones empleadas (Aex = 245 nm, Aem = 395 nm) deberia ser mas baja
respecto a las condiciones propuestas para el procedimiento con OPA (lex =
330 nm, Akem = 450 nm). Comparando la intensidad de picos de lisina
derivatizada con OPA (tret = 20.56 min, Fig 22 b) con lisina en el procedimiento
con OPA y AQC (tret = 18.9 min, Fig. 24 b), no se aprecia la diferencia esperada,
lo que sugiere la formacién de un derivado mixto Lys — OPA/AQC.

En conclusién, la derivatizacion con OPA y AQC en serie parece ser una
interesante alternativa para estudios futuros, ya que los resultados preliminares
indican la mayor selectividad de este procedimiento hacia los compuestos que

contienen en su estructura los grupos de amina secundaria (CML).

4.5. Anadlisis de grado de conversién de lisina en N-¢ (carboximetil)-lisina

en muestras de alimentos.

De acuerdo con los objetivos, en ultima parte de trabajo, se llevd a cabo
el analisis de alimentos provenientes del estudio clinico. Se analizaron 13
muestras, preparadas mediante homogeneizacién de alimentos utilizados en
dietas de tres grupos experimentales. A partir de estas muestras se prepararon
los extractos de proteinas de la siguiente manera: se pesaron 3 g de cada
muestra, se le agregaron 3 mL de la solucion NaOH 1 M (extraccion alcalina).
Posteriormente, se precipitaron las proteinas con acetonitrilo y después de una
centrifugacion, se elimin6 el sobrenadante. Para la hidrdlisis de proteinas, a la
pastilla se le agregd 1 mL del acido clorhidrico 6 M y los viales se calentaron a
120 °C durante 24 hrs. Posteriormente, las muestras se evaporaron hasta
sequedad y los residuos se disolvieron en 250 ul de tampdn de boratos (400

mM, pH 9.5). Finalmente, para cada una de las muestras, se llevaron a cabo

0. José Gpe. Judrez Eguia Tesis de Maestria en Ciencias

47



dos procedimientos de derivatizaciéon y separacion cromatografica, propuestos
en las secciones anteriores.

Para la derivatizacion con OPA, se tomaron 20 uL de hidrolizado de
muestra de comida, 100 uL de tampdn de boratos (400 mM) y se les agregaron
50 pL de la solucién de OPA (40 mM). Las condiciones cromatograficas y de
deteccion espectrofluorimétrica fueron iguales que aquellos utilizados en el
analisis de albumina (Tabla 2).

En la Figura 25 a se presenta el cromatograma de muestra de comida,
clasificada de manera preliminar como “baja” en AGEs (linea continua) junto
con el cromatograma de una mezcla de CML vy lisina (linea punteada). En
primer lugar, es de notar la presencia de lisina en el hidrolizado de comida (tret =
20.56, Fig. 25 b). Por otro lado, no se observa la elucidén de pico con el tiempo
de retencidén correspondiente al derivado de CML (Fig. 25 a). De manera
general, este resultado confirma la clasificacion de la muestra como “baja” en
AGEs.

De manera de un ejemplo, en la Figura 26 a se presentan
cromatogramas obtenidos para tres diferentes muestras de comida y las
amplificaciones de las dos regiones de interés (Fig 26 b y 26 c). En este caso,
también se confirma la clasificacion preliminar de las muestras como “altas” y
“bajas” en AGEs. En particular, en el cromatograma de la muestra “alta” en
AGEs se observa mayor contribucion de CML respecto a las muestras “bajas”
en AGEs. Por otra parte es de sefalar la excelente reproducibilidad de los
tiempos de retencibn de mayoria de los picos en los cromatogramas,

correspondientes a derivados de amino acidos presentes en el hidrolizado.
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Figura 25. Cromatogramas de hidrolizado de muestra de comida (—) y de la
mezcla de CML vy lisina (--) utilizando el procedimiento de
derivatizacion con OPA: (a) el cromatograma completo; (b) aumento
de la regién 7 — 8 min y (c) aumento de la regidon de cromatogramas
19.5 - 20.5 min.
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Figura 26. Cromatogramas de hidrolizado de la muestra de comida clasificada
como “alta” en AGEs (—) y de dos muestras clasificadas como
“‘bajas” en AGEs () y (---), obtenidos utilizando el procedimiento
de derivatizacion con OPA: (a) el cromatograma completo; (b)
aumento de la regiéon 7.6— 7.8 min y (c) aumento de la regién de

cromatogramas 20.0 — 20.5 min.
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Las mismas trece muestras de los alimentos fueron analizadas utilizando

como reactivo derivatizante el AQC. Se utilizaron las condiciones de
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Figura 27. Cromatogramas de hidrolizados de las mismas muestras que se

presentaron en la Figura 26, pero obtenidos utilizando el
procedimiento de derivatizacion con AQC: mestra clasificada como
“alta” en AGEs (—) y de dos muestras clasificadas como “bajas”
en AGEs () y (---): (a) el cromatograma completo; (b) aumento de
la region 4.2 — 45 min y (c) aumento de la region de

cromatogramas 16.2 — 16.6 min.
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de separacion cromatografica y de deteccidon espectrofluorimétrica, propuestas
para el analisis de amino acidos y de hidrolizado de CML-BSA. En la Figura 27
se presentan cromatogramas obtenidos en el analisis de las mismas muestras
que se presentan en la Figura 26.

Los resultados obtenidos confirman la clasificacién preliminar de las
muestras como “altas” y “bajas” en AGEs y también confirman los resultados del
analisis con OPA. Sin embargo, en el caso de derivatizacion con AQC, la
magnitud de los picos cromatograficos fue significativamente menor respecto al
procedimiento con OPA, lo que sugiere problemas en la etapa de
pretratamiento y/o derivatizacion. En consecuencia, en el trabajo futuro es
necesario estudiar mas a fondo el proceso de pretratamiento de muestra y las
condiciones de derivatizacion con AQC.

Para evaluar los porcentajes de conversion de lisina en CML en
muestras analizadas, se tomaron los datos cromatograficos del procedimiento
con OPA. Los resultados obtenidos en base a medicion de area de los picos, se
presentan en la Tabla 3. En esta Tabla, de nuevo puede observarse una buena
concordancia entre la evaluacion preliminar de alimentos y los datos de analisis
semi-cuantitativo de CML. Por otra parte, los resultados obtenidos en este
trabajo pueden ser utilizadas en el analisis estadistico de los resultados del
estudio clinico, abriendo la posibilidad de buscar las correlaciones mas
especificas entre los niveles de CML en comida y los parametros clinicos en

pacientes del estudio.
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Tabla 3. Los resultados semi-cuantitativos de la conversién de lisina en CML
en muestras de alimentos, obtenidos en aplicacion del procedimiento de

derivatizacion pre-columna con OPA.

Muestra de comida % de CML
BSA (blanco) 0
CML-BSA 62.3
Comida 1 17.2
Comida 2 1.8
Comida 3 24
Comida 4 2.6
Comida 5 29
Comida 6 0.8
Comida 7 2.8
Comida 8 1.8
Comida 9 2.8
Comida 10 3.0
Comida 11 2.3
Comida 12 3.3
Comida 13 2.6
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5. Conclusiones

El presente trabajo ha sido enfocado en el desarrollo de la metodologia

analitica para la determinacién de algunos precursores de los AGEs en comida.

Es necesario resaltar que, a pesar de relativamente extensa bibliografia sobre

este topico, no existen hoy en dia los procedimientos analiticos confiables que

aseguren el analisis cuantitativo de compuestos individuales. Los principales

problemas analiticos se pueden clasificar en los siguientes puntos:

Las rutas de formacion de los AGEs endoégenos y exdgenos no se
conocen con exactitud.

Los AGEs forman un grupo de compuestos altamente heterogéneo y
no todas estructuras de los AGEs han sido caracterizadas.

Falta de estandares comerciales de los compuestos individuales
(incluyendo CML).

Falta de métodos y de materiales de referencia.

Falta de selectividad de los métodos reportados.

Existen discrepancias entre los resultados reportados por diferentes

grupos de investigacion.

Una vez realizada la busqueda bibliografica y el analisis comparativo de los

datos reportados por diferentes autores, el trabajo se concentré en aplicacion

de cromatografia de liquidos con deteccion espectrofluorimétrica optando por

dos agentes derivatizantes: OPA y AQC. De esta manera se pretendié asegurar

buena selectividad del procedimiento hacia CML. Se planearon 5 etapas de

trabajo, que se presentan a continuacién, junto con las conclusiones especificas

formuladas en base a los resultados obtenidos.
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ETAPA I: Sintesis y caracterizacion cromatografica de N-g (carboximetil)-lisina y

de furosina.

Se logré la sintesis de ambos compuestos, mediante la modificacién de
las condiciones reportadas en literatura. Como resultado de estas
modificaciones, se aumento el rendimiento de la sintesis hasta 33 % (22 %
reportado en trabajos anteriores). Se propuso el procedimiento analitico basado
en la derivatizacion pre-columna con AQC, separacion por CLAR en fase
inversa y deteccion espectrofluorimétrica de lisina, Z-Lys-OH, CML, t-BOC-Lys-
OH vy furosina con un tiempo de separacién de 15 min. Este procedimiento
permite llevar a cabo el control analitico de la sintesis de los precursores de
AGEs.

ETAPA Il Estudio de la derivatizacion pre-columna en la separacién de amino
acidos por cromatografia de liquidos de alta resolucién en fase

inversa

Esta etapa fue necesaria para asegurar la resolucion de CML de otros
compuestos que contienen en su estructura grupos amino y por lo tanto forman
derivados fluorescentes con AQC. En el caso de analisis de alimentos,
principalmente se trata de amino acido. Se desarrollo un procedimiento
cromatografico, que permite resolver la mezcla de 16 amino acidos en 22 min,
lo que forma una contribucién importante en términos de acortar el tiempo de
analisis (otros autores reportaron el procedimiento, en el que la separacion durd
45 min [99]. En particular, se demostr6 también que, el procedimiento
cromatografico propuesto asegura la resolucion de derivados de lisina con AQC

de otro amino acidos esperados en las muestras de comida.

0. José Gpe. Judrez Eguia Tesis de Maestria en Ciencias

56



ETAPA lll: Aplicacién del procedimiento cromatografico desarrollado en la
evaluacion de grado de conversion de lisina en N-g (carboximetil)-

lisina en albumina

Para demostrar la utilidad del procedimiento cromatografico en la
determinaciéon de CML, en esta etapa se obtuvo la albumina modificada con
CML, mediante la incubacion de BSA con acido glioxalico. Se obtuvo la
resolucién cromatografica de CML-AQC de los derivados de otros amino acidos
presentes en hidrolizado de CML-BSA. El porcentaje de conversion de lisina en
CML fue de 524 + 9.7 %. Los resultados obtenidos fueron confirmados,
utilizando un procedimiento cromatografico alternativo, basado en Ia
derivatizacion de aminas primarias con OPA. En este caso, el porcentaje de
conversion evaluado fue 62.3 £ 4.1 %. Es de resaltar la buena concordancia
entre los resultados de los dos procedimientos cromatograficos, lo que indica la
validez del procedimiento desarrollado con AQC. Por otra parte, el grado de
conversion de lisina a CML fue relativamente alto, por lo que CML-BSA
obtenida en el estudio puede ser utilizada como estandar de este AGE y

también puede emplearse en la produccion de anticuerpos contra CML.

ETAPA IV: Empleo de dos agentes derivatizantes (OPA y AQC) en el analisis
de albumina modificada (CML-BSA) y sin modificar (BSA)

La idea original ha sido llevar a cabo dos reacciones de derivatizacion en
serie con el fin de aumentar la selectividad del procedimiento hacia las aminas
secundarias (CML). Asi, en la primera reaccién con OPA se podria esperar su
unién con aminas primarias y, al emplear el segundo reactivo derivatizante
(AQC), solamente se llevaria a cabo la reaccion con aminas secundarias. En
consecuencia, utilizando las condiciones de deteccidn espectrofluorimétrica
para los derivados con AQC, es de esperar un menor numero de picos en el

cromatograma, facilitando de esta manera la determinacion de CML que
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contiene en su estructura el grupo —NH-. Se realizaron solamente algunos
experimentos preliminares, pero los resultados obtenidos fueron alentadores.
En futuro, es necesario llevar a cabo un estudio sistematico enfocado a la
elucidaciéon de estructura de compuestos formados, de sus propiedades

cromatograficas y fluorescentes.

ETAPA V: Analisis de grado de conversion de lisina en N-¢ (carboximetil)-lisina

en muestras de alimentos.

Utilizando dos procedimientos cromatograficos (derivatizacion pre-
columna con AQC, o OPA), se analizaron 13 muestras de comida. Estas
muestras fueron los homogenizados de alimentos utilizados en dietas de tres
grupos experimentales. Los resultados obtenidos en los dos procedimientos
presentaron relativamente buena concordancia y ademas confirmaron la
clasificacion preliminar de las muestras como “altas” y “bajas” en AGEs. Sin
embargo, en el caso de derivatizacion con AQC, la magnitud de los picos
cromatograficos fue significativamente menor respecto al procedimiento con
OPA. La soluciéon de problemas relacionados con la etapa de pre-tratamiento
y/o derivatizacion requiere de un estudio sistematico. En base a los
cromatogramas con OPA, se obtuvieron resultados semi-cuantitativos de los
porcentajes de conversién de lisina en CML en alimentos analizados. Estos
datos son muy utiles para el analisis estadistico de los resultados del estudio
clinico, ya que permiten buscar las correlaciones mas especificas entre los

niveles de CML en comida y los parametros clinicos en pacientes del estudio.
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