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RESUMEN

A pesar de la reconocida utilidad de la espectroscopia de re-
sonancia magnética (ERM), diversos factores han contri-
buido a la escasa difusion en el &mbito clinico: i) la gran
complejidad instrumental y experimental en la interpreta-
cién bioquimica de las mediciones y ii) la ausencia de siste-
mas automatizados que proporcionen informacién confia-
ble y adecuada. En este trabajo se cuantificaron un
conjunto de metabolitos procedentes de espectros protoni-
cos de resonancia magnética a partir de extractos de san-
gre total y plasma preparados por precipitacién con aceto-
nitrilo y acido perclérico. Se evalué la utilidad de ambos
métodos de desproteinizacion para su aplicacién en un fu-
turo estudio combinado por ERM y reconocimiento de pa-
trones. Los resultados demostraron que tanto la precipita-
cion en acetonitrilo como la precipitacidn en acido perclérico
producen espectros con una gran cantidad de sefiales pro-
venientes de diversos metabolitos, sin embargo, el acetoni-
trilo es un solvente mas selectivo y su uso puede ayudar a
simplificar el espectro y proveer al mismo tiempo suficiente
informacion para la automatizacion de procedimientos de
clasificacion basados en la informacién de la espectroscopia
de resonancia magnética.

ABSTRACT

Even though magnetic resonance spectroscopy is a very
useful method in biological research, different issues have
contributed to its minor diffusion in the clinical environ-
ment: i) high instrumental and experimental complexity,
as well as, in the biochemical interpretation of measure-
ments and ii) lack of automatized system providing relia-
ble and accurate information. In this work, a number of
metabolites from proton magnetic resonance spectrum ex-
tracts of whole blood and plasma previously prepared by
acetonitrile and perchloric acid precipitation were ob-
tained. Usefulness of both deproteinization methods, to be
used in the future in a combined study using magnetic
resonance and pattern recognition techniques, was as-
sessed. Results demonstrated that both methods (perchlo-
ric acid and acetonitrile precipitation) produce good spec-
tra including a lot of metabolites; however, acetonitrile is
a more selective solvent providing an alternative method
for spectra simplification while supplying enough infor-
mation for the development of automatized classification
methods via magnetic resonance information.
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INTRODUCCION

A pesar de la reconocida utilidad de la espectroscopia
de resonancia magnética (ERM) en fluidos biolégicos
y tejidos para el diagnoéstico y evolucion de enferme-
dades,** existen pocos ejemplos de aplicacion rutina-
ria en el ambito clinico. Diversos factores han contri-
buido a esta escasa difusién: i) la gran complejidad
instrumental y experimental en la interpretacién bio-
guimica de las mediciones y ii) la ausencia de siste-
mas automatizados que proporcionen informacién
confiable y adecuada al entorno clinico. EIl espectro
protonico de fluidos bioldgicos y tejidos es un caso
donde se presenta una gran cantidad de sefiales sola-
padas, procedentes de cientos de metabolitos diferen-
tes, muchas veces distorsionadas por la influencia de
lipidos y proteinas; efecto mucho mas evidente cuan-
do se utilizan fluidos biolégicos no procesados previa-
mente como es el caso de la sangre total o el plasma.
Diversos métodos de precipitacion han sido emplea-
dos en ERM como una forma de simplificar el espec-
tro al eliminar el efecto contraproducente de las ma-
cromoléculas.®

En los ultimos afios, se aprecia un creciente inte-
rés por aplicar herramientas del reconocimiento de
patrones y la inteligencia artificial al estudio de es-
pectros de resonancia magnética en un intento por
desarrollar aplicaciones clinicas automatizadas;34%8
sin embargo, estos trabajos se han concentrado, fun-
damentalmente, en las aplicaciones oncolégicas del
sistema nervioso central y por otra parte en el deno-
minado enfoque metabondmico definido como la res-
puesta dindmica multiparamétrica de los sistemas vi-
vos frente a la accién de agentes xenobiéticos (téxicos
exogenos) o de modificaciones genéticas, a partir del
cual se han desarrollado diversos modelos para el
analisis y clasificacion de agentes téxicos en los siste-
mas vivos.® Un aspecto imprescindible para aplicar es-
tos métodos es disponer de informacion bioquimica
confiable y robusta. La ERM es uno de los métodos
por excelencia para suministrar ese tipo de informa-
cién pero es necesario disminuir la influencia de va-
riaciones experimentales que modifiquen el patréon
metabdlico en el reconocimiento de patrones.

La gran variabilidad que existe en el cuadro clini-
co de los individuos afectados con anemia de hema-
ties falciformes hace necesaria una caracterizacion
objetiva del estado del enfermo y los enfoques basa-
dos en la ERM pueden suministrar informacién meta-
bélica que permita profundizar en las causas de las
variaciones individuales. Para ello es necesario es-
tandarizar métodos de ERM que, a su vez, apliquen
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los novedosos enfoques de la metabondémica y la me-
tabolémica (esta ultima definida como la determina-
cién del complemento metabdlico de una célula). El
primer paso hacia la obtencién de estos métodos es la
validacion de técnicas apropiadas de pre-procesamien-
to de espectros de resonancia magnética nuclear don-
de la precipitacion de proteinas tiene una importan-
cia particular como fuente de variacién entre los
espectros.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el efec-
to de diferentes métodos de precipitacion (acetonitrilo
y acido perclérico) para el analisis de extractos de
sangre total y plasma mediante un conjunto de expe-
rimentos que pudieran verificar la magnitud de la va-
riacion entre muestras y métodos de desproteiniza-
cién (variabilidad intra-métodos e inter-métodos) y
validar de esta forma su utilidad en el pre-procesa-
miento de este tipo de fluido biol6gico para el estudio
combinado de ERM y reconocimiento de patrones.

MATERIAL Y METODOS

Individuos y muestras: Entre 10 y 20 mL de la san-
gre de 12 individuos voluntarios sanos se extrajo di-
rectamente en tubos vacutainer (BD Vacutainer Mi-
crosystem, Reino Unido) por venopuncién para
realizar el analisis cualitativo de los espectros. Se
utilizé inmediatamente 1 mL de sangre total para la
precipitacién organica. El plasma fue obtenido por
métodos estandares mediante la centrifugacion de 10
mL de sangre total a 1,500 rpm a 4°C. El plasma res-
tante se congeld para usos futuros. Los individuos
escogidos fueron de ambos sexos, con edades com-
prendidas entre 20-45 afios y con patrones étnicos si-
milares.

Cuantificacion intra-método e inter-métodos: En
este estudio se compararon dos métodos de precipita-
cion; i) la precipitacion en acetonitrilo y ii) la precipi-
tacidn en una solucion al 12% de acido perclérico. El
disefio se dividié en dos ensayos, en el primero se uti-
lizaron muestras tomadas de un mismo individuo
para determinar el efecto del método de precipitacién;
a este ensayo se le denominé comparacién inter-méto-
do. En el segundo, se utilizaron muestras provenien-
tes de un mismo individuo para evaluar el efecto de la
precipitacion en el tipo de muestra empleado (plasma
y sangre total), este estudio fue denominado compa-
racidon intra-método. En el estudio se analizaron
muestras provenientes de dos individuos voluntarios
sanos masculinos con edades comprendidas entre 30-
45 afios. Para reducir la variacién biolégica, en el es-
tudio intra-método se compararon 5 muestras de san-
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gre y 5 muestras de plasma precipitadas con cada
uno de los métodos de desproteinizacion procedentes
de un mismo individuo. En el estudio inter-método
las 10 muestras de sangre fueron obtenidas de un in-
dividuo y las 10 de plasma de otro individuo. Los 10
mL de sangre procedente de un individuo se dividie-
ron en alicuotas de 1 mL y se afiadieron a 2 mL de la
fase para precipitacion. Otros 20 mL se centrifugaron
a 1,500 rpm a 4°C para obtener el plasma. De los 10
mL de plasma obtenidos se tomaron alicuotas de 1
mL a los que se afiadieron a 2 mL de la fase para pre-
cipitacion.

Métodos de precipitacion de macromoléculas: Los
metabolitos de bajo peso molecular de la sangre se
extrajeron usando acetonitrilo (al 100%) y acido per-
clorico (al 12%). Las extracciones se efectuaron como
se describe en la literatura.® En resumen, 1 mL de
sangre o plasma se afiadid, inmediatamente después
de la extraccién por venopunciéon, a 2 mL de acido
perclérico (método 1) y a 2 mL de acetonitrilo (méto-
do 2), (2:1, v/v).

Extraccion con acido perclérico: Las soluciones se
agitaron y dejaron en reposo por 15 minutos. Mas
tarde se centrifugaron a 2,500 rpm por 10 minutos a
4°C. Los extractos en acido perclorico se neutraliza-
ron a pH 7.2 con KOH 1N vy se liofilizaron durante
24 horas hasta obtener el residuo sélido.

Extraccion con acetonitrilo: Las soluciones se agita-
ron y dejaron en reposo por 15 minutos. Mas tarde se
centrifugaron a 2,500 rpm por 10 minutos a 4°C. Los
extractos en acetonitrilo se evaporaron en atmdsfera
de nitrégeno gaseoso hasta obtener el residuo sélido.

Tanto los extractos obtenidos de la precipitacion
con acido perclérico como los obtenidos de la precipi-
tacion con acetonitrilo se resuspendieron en 1 mL de
oxido de deuterio (Sigma-Aldrich, USA) y se les adi-
cion6 10 pL de una solucion 3 mM de 3-(Trimetilsilil)
2,2,3,3-tetradeuteropropionato (TSP) (Sigma-Aldri-
ch, USA) como referencia interna y estandar para la
cuantificacion.

Muestras reconstituidas: Se prepararon dos mues-
tras artificiales constituidas por los compuestos vali-
na, lactato y glucosa de la siguiente manera: i) la
muestra A estuvo constituida por 10 mL de una solu-
cion de valina 5 mM, lactato 5 mM y glucosa 5 mM,
ii) para la muestra B se prepararon 10 mL de una so-
lucién conteniendo valina 2.5 mM, lactato 2.5 mM vy
glucosa 2.5 mM. Estas se procesaron de idéntica ma-
nera a las muestras de sangre y plasma y se obtuvie-
ron los espectros en idénticas condiciones.

Sistema de RMN: Los extractos se midieron en un
espectrometro Unity Plus (Varian, Palo Alto, Ca) a
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500 MHz. Los espectros se obtuvieron con la secuen-
cia estandar para un tiempo total de 6.5s. Se utilizé
un pulso de 45°, 6 Hz de ancho de banda y 32K-pun-
tos. Todas las muestras se midieron a 25°C. La pre-
saturacion de la linea del agua se logré con una ate-
nuacién de 25 dB. Se adquirieron 256 acumulaciones
promediadas para cada muestra. El analisis y la
cuantificacion de los datos se efectuaron utilizando el
software SpecNMR (Jeol, Welwyn Garden City, UK).
Las asignaciones de los picos correspondientes a cada
metabolito se efectuaron por comparacidn de las se-
fiales equivalentes a los metabolitos asignados en la
literatura,® por estudios de correlacion *H-*H y por
comparacion con los espectros reconstituidos. De
esta forma se identificaron las sefiales de los metabo-
litos valina, 3-hidroxibutirato, lactato, alanina, ace-
tato, creatina y glucosa. Los valores de la concentra-
cion molar fueron obtenidos a partir de la integracion
de cada sefal en relacion a la concentracion del es-
tandar interno (TSP). En el estudio de comparacion
intra-métodos los valores de concentracion fueron co-
rregidos para el efecto de dilucién producido en la
sangre como resultado del hematécrito (multiplican-
do el valor de concentracién molar por un factor de
1.56 correspondiente a un hematocrito del 46%). De
esta forma se pudo comparar, para cada método por
separado, la sangre total y el plasma.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 estadistica descriptiva (media = desviacion
estandar [DE]) y t de Student como prueba de com-
paracion, las cuales fueron calculadas con el progra-
ma Matlab 7.0 (The MathWorks, Inc, Natick, Mas-
sachusetts). Un valor de p < 0.05 fue considerado
como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

El analisis cualitativo demostré que los espectros
eran reproducibles, tenian buena relacion sefial/rui-
do y una gran complejidad por la existencia de in-
contables sefales. No fue posible diferenciar a sim-
ple vista los espectros obtenidos con un método de
desproteinizacidn o el otro. Fue necesario, por con-
siguiente, efectuar un estudio cuantitativo. La figu-
ra 1 muestra los espectros caracteristicos de ambos
métodos y muestras. En la comparacion intra-méto-
do, no se apreciaron, a simple vista, diferencias cua-
litativas entre los espectros procedentes de extrac-
tos en acetonitrilo de sangre total (a) y plasma (b),
sin embargo, se observaron diferencias cualitativas
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Figura 1.1. Espectros del estu-
dio intra-métodos. a) sangre to-
tal, acetonitrilo; b) plasma, ace-
tonitrilo; c) sangre total, &cido

e B _— ma LB mE B e B perclérico; d) plasma, acido

55 5.0 4.5 4.0 3.5PPM 3.0 25 2.0 15 1.0 perclérico.

apreciables a simple vista entre los espectros proce-
dentes de extractos percldricos de plasma (d) y san-
gre total (c); en estos Ultimos se observo un mayor
numero de sefiales que en los del plasma (Figura
1.1). En la comparacién inter-métodos existen dife-
rencias apreciables en los espectros procedentes de

sangre total. Los espectros obtenidos con la precipi-
tacion de acido perclérico (b) muestran mayor nd-
mero de sefiales que los obtenidos con acetonitrilo
(a) (Figura 1.2). Los espectros de plasma (c y d) no
se diferencian a simple vista seglin el método de pre-
cipitacion empleado.
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Figura 1.2. Espectro del estu-
dio inter-métodos. a) acetonitri-
lo, sangre total; b) acido perclo-
rico, sangre total; c) acetonitri-

et lo, plasma; d) acido percldrico,

55 5.0 4.5 4.0 3.5PPM 3.0 25 2.0 15 1.0 plasma.

La figura 2 muestra las razones de la sefial del es-
tandar interno (TSP) en ambos ensayos (comparacion
intra-métodos e inter-métodos). Los valores encontra-
dos en el estudio intra-métodos para el caso de la razon
sangre total/plasma fue de 1.48 para la precipitacion en
acetonitrilo y 0.77 para la precipitacion en acido perclo-
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rico. En el estudio inter-métodos los valores de la razén
acetonitrilo/acido perclérico fueron 2.44 y 1.47 para la
sangre total y el plasma, respectivamente.

El cuadro I lista los valores de concentracién en-
contrados para cada metabolito en las comparaciones
inter-métodos e intra-métodos. En el estudio inter-
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Estudio intra-métodos

1.8
1.6
14
1.2
1Of
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Acetonitrilo Acido perclorico

Estudio inter-métodos

3.0

2.5 I

2.0

15

LOfees

0.5

0.0

Sangre total Plasma

Figura 2. Razén de las areas del TSP para los estudios intra-
métodos e inter-métodos. La linea discontinua representa la
relacion teérica esperada para condiciones equivalentes de
solubilidad y cantidad de sustancia extraida.

métodos se obtuvieron diferencias significativas para
todos los metabolitos al comparar los dos métodos de
precipitacion en las muestras de sangre total. Se ob-
tuvieron diferencias significativas para la valina, el
lactato, la alanina y la glucosa al comparar los dos
métodos de precipitacion en las muestras de plasma.
En el estudio intra-métodos se obtuvieron diferencias
significativas para todos los metabolitos excepto la
glucosa al comparar sangre total y plasma extraidos
en &cido percloérico. No hubo diferencias significati-
vas al comparar sangre total y plasma extraidos con
acetonitrilo excepto para la creatina.

Los extractos en acido perclorico parecen mas afec-
tados por el contenido residual de macromoléculas de
la muestra como puede apreciarse del analisis cuali-
tativo (existencia de picos anchos en la base del es-
pectro) y del analisis cuantitativo.

Para verificar efectos indeseados en la cuantifica-
cion se prepararon muestras artificiales. El cuadro 11
lista el resultado de la cuantificacion de los tres me-
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tabolitos constituyentes de dichos espectros. Los es-
pectros correspondientes pueden verse en la figura 3.
En todos los casos, las concentraciones de los meta-
bolitos fueron subestimadas, con valores de error
promedio de 8 = 5%, excepto para la glucosa, cuyo
error se calcul6 entre el 30-55%.

DISCUSION

La deproteinizacion de las muestras es un paso esen-
cial en el estudio de fluidos biol6gicos empleando
ERM;® sin embargo, no siempre se realiza un adecua-
do proceso de seleccion del tipo de precipitacion a em-
plear. En este estudio, se valoraron los efectos de dos
métodos de precipitaciéon que son empleados con fre-
cuencia en extractos biolégicos para la desproteiniza-
cion de muestras de sangre total y plasma.

A pesar de las opiniones de algunos autores, se en-
contraron menos variaciones que las esperadas entre
los espectros de sangre total y plasma precipitados
con acetonitrilo y acido perclérico (Figuras 1.1 y
1.2). Aunque este estudio fue realizado a pH fisiologi-
co, se encontro, a diferencia de Daykin y cols.
(2002),° pocas variaciones entre las muestras de plas-
ma precipitadas con acetonitrilo y acido perclorico.
El espectro obtenido tras la precipitacidn en acetoni-
trilo reportado por Daykin y cols. presenta una seve-
ra distorsion de la linea base que no fue encontrada
en los datos obtenidos en este trabajo y que es expli-
cada por la mayor retencion de lipidos y proteinas en
la precipitacién con acido perclérico. Sin embargo, la
mayor parte de las proteinas y lipoproteinas presen-
tes en el plasma son macromoléculas hidrosolubles y
por tanto ciertos productos de la hidroélisis incomple-
ta de esas proteinas, en forma de péptidos, podrian
tener mayor presencia en la solucién acuosa del acido
perclérico que en el acetonitrilo.

Existen diferentes fuentes de interferencias en la
cuantificacién absoluta de los metabolitos relaciona-
das con la naturaleza biolégica de la muestra (por
ejemplo, variaciones ciclicas fisiologicas), aspectos
experimentales (por ejemplo, el procesamiento de las
muestras) e instrumentales (por ejemplo, el ajuste
de fase, la correccién de linea base, etc). Otra causa
a considerar puede ser la variacién indeseada de la
cuantificacion de la referencia interna, en este caso
el TSP. La concentracién de TSP afadida a las
muestras fue de 0.029 mM; concentracién que pro-
dujo suficiente sefial en nuestros espectros aunque
baja. En el estudio intra-métodos las sefiales del
TSP fueron mas intensas en los espectros prove-
nientes de sangre total que en los espectros del plas-
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Cuadro |I. Comparacién inter-métodos e intra-métodos. Las concentraciones expresadas

en mM (Valor medio + desviacion estandar).

Comparacién inter-método

Sangre total

Plasma

Metabolitos ACN APC ACN APC
Valina 0.169 = 0.029 0.316 = 0.034* 0.088 + 0.051 0.204 £+ 0.067*
3-hidroxibutirato 0.016 = 0.001 0.064 £ 0.014* 0.012 + 0.001 0.021 £+ 0.006
Lactato 0.653 £ 0.118 1.137 = 0.157* 0.969 =+ 0.090 1.504 + 0.182*
Alanina 0.386 = 0.056 0.712 = 0.074* 0.105 £+ 0.110 0.469 £ 0.094*
Acetato 0.099 £ 0.015 0.172 = 0.037* 0.128 + 0.023 0.049 £+ 0.072
Creatina 0.220 £ 0.040 0.329 + 0.035* 0.072 £ 0.008 0.040 £ 0.042
Glucosa 3.522 + 0.664 5.853 + 0.778* 3.660 = 0.268 5.425 + 0.709*

Comparacién intra-método

Acetonitrilo Acido perclérico

Metabolitos Sangre total Plasma Sangre total Plasma
Valina 0.327 = 0.051 0.300 £ 0.041 0.452 = 0.017 0.190 £ 0.068*
3-hidroxibutirato 0.038 + 0.014 0.030 £+ 0.012 0.057 = 0.013 0.018 £ 0.009*
Lactato 0.779 £ 0.110 0.831 + 0.073 1.300 + 0.040 0.570 £ 0.196*
Alanina 0.378 = 0.101 0.296 £ 0.165 0.784 = 0.056 0.303 £ 0.098*
Acetato 0.110 £ 0.020 0.096 £ 0.023 0.030 = 0.016 0.005 £ 0.004*
Creatina 0.343 £ 0.052 0.119 + 0.007* 0.530 = 0.007 0.115 + 0.056*
Glucosa 3.635 = 0.544 3.765 £ 0.427 7.095 = 0.232 5.402 + 1.858

ACN = acetonitrilo, ACP = &cido perclérico. * t de Student, p < 0.05

Cuadro Il. Cuantificacidn en los espectros artificiales
compuestos por una mezcla de valina, lactato y glucosa
a 5.0 mM (Std. A) y 2.5 mM (Std. B).

Razo6n
Estandar A/
Metabolitos Estandar A Estandar B Estandar B
Valina 4.73 2.29 2.07
Lactato 4.87 2.24 2.18
Glucosa 3.01 1.68 1.80

ma; sin embargo, la razéon sangre/plasma del TSP
fue mayor en el caso de la precipitacién con acetoni-
trilo. Las sefiales del TSP en los espectros de aceto-
nitrilo fueron mas intensas que en los espectros de
acido perclérico en el estudio inter-métodos. De ma-
nera coincidente, la razon acetonitrilo/acido perclo-
rico del TSP fue mayor en las muestras de sangre
(Figura 2), y ya que se utiliz6 la misma concentra-
cion del estandar interno en todas las muestras,
puede afirmarse que la cantidad de sustancia maxi-
ma (componente con la mayor sefial) obtenida en el
extracto es menor cuando se utiliza acetonitrilo que
en la precipitacion con acido perclérico. Esta mayor
selectividad podria esperarse por el ligero caracter
polar del acetonitrilo; aunque esto no significa que
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todos los metabolitos recuperados después de la pre-
cipitacion se obtienen en menor concentracion al
emplear el acetonitrilo. La recuperacion con aceto-
nitrilo es menor, de igual manera, en las muestras
provenientes de sangre. Si se asume la relacién en-
tre las sefiales de acetonitrilo como un indicador de
la relacion entre la cantidad de sustancia extraida,
puede estimarse tedricamente que del componente
mas extraido en acido perclérico se obtendra 1.5 ve-
ces més cantidad de sustancia en sangre que del
mismo compuesto extraido con el acetonitrilo y s6lo
0.5 veces mas cantidad de sustancia en el plasma. El
componente mas extraido se recuperard 0.5 veces
mas en sangre que en plasma si se extrae con aceto-
nitrilo y 0.3 veces menos en sangre que en plasma si
se efectla la extraccion con acido perclérico. En este
caso, estas magnitudes podrian relacionarse con la
glucosa, compuesto cuya concentracion molar es, al
menos, un orden de magnitud mayor que la de los
otros compuestos presentes en el espectro. Como
puede apreciarse en el cuadro I, la glucosa fue cuan-
tificada con una concentracion 1.5 veces mas en la
precipitacion con acido perclorico que con el acetoni-
trilo, independientemente del tipo de muestra (san-
gre total o plasma). En general, la concentracién
molar es superior para la extraccion con acido per-
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a)
T T T T T T T T
55 5.0 45 4.0 3.5PPM 3.0 2.5 2.0 15 1.0
b)
Figura 3. Espectro de sangre to-

ﬂwu L tal, a) y espectro artificial recons-
L e o e e e L s s o B e e ey e e tituido a partir de 3 metabolitos:
55 5.0 45 4.0 3.5pPM 3.0 25 2.0 15 1.0 valina, lactato y glucosa, b).

clérico. La existencia de diferencias al comparar los
dos métodos de precipitacidn se explica por el arras-
tre selectivo de metabolitos en la fraccién proteica
eliminada en el proceso de precipitacion por varia-
ciones en las interacciones con las proteinas. Otro
aspecto que debe influir es la diferencia en solubili-
dad que posee cada metabolito en el solvente respec-
tivo, acuoso en un caso (acido perclérico) y ligera-
mente polar en el acetonitrilo. Esto significa que no
pueden compararse los metabolitos identificados en
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el espectro utilizando diferentes métodos de despro-
teinizacién sobre bases cualitativas asumiendo
igualdad de condiciones.

Los metabolitos valina y alanina cuantificados en
las muestras de plasma se encuentran en el rango de
valores reportados por Kriat y cols. (1992).1* No su-
cede asi con la glucosa y el lactato, los otros com-
puestos no fueron reportados en dicho trabajo. En
estos ultimos dos casos, los picos analizados se en-
cuentran en las proximidades de la linea del agua y
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la menor concentracién se debe al efecto de satura-
cion en estas sefiales debido a la irradiacidn selectiva
de la linea del agua y un posible efecto de transferen-
cia de magnetizacién. Se requiere un analisis mas de-
tallado para precisar el mecanismo, sin embargo,
para los efectos de este trabajo es necesario tener en
cuenta que la cuantificacion, al menos en el intervalo
4-6 ppm, es afectada por la irradiacion del agua y el
tipo de pulso empleado para la saturacion.

La concentracion de los metabolitos en el extracto
de sangre total es un valor promedio de las concen-
traciones existentes en los compartimientos plasmati-
co y celular. Los extractos de plasma, por otra parte,
solo reflejan las concentraciones en el equilibrio plas-
matico de los diferentes compuestos. Llama la aten-
cion que no existan diferencias significativas al compa-
rar las muestras de sangre total y plasma precipitadas
con acetonitrilo pues deberia esperarse una contribu-
cién de las células sanguineas a la cuantificacion
como se aprecia con las muestras extraidas en acido
perclorico, a pesar de la correccion efectuada. Las di-
ferencias entre un método y otro pueden explicarse
por los patrones de solubilidad diferenciados (como
se comprobo en el estudio inter-métodos), asi como
por diferencias en el mecanismo intrinseco de la pre-
cipitacion. La ruptura celular en condiciones de aci-
dez extrema y la precipitacion de las proteinas cons-
titutivas con el solvente acuoso permite suponer
condiciones méas apropiadas para la disolucion del
medio intracelular. En el caso de la precipitacién con
acetonitrilo, la formacion de conglomerados celulares
debido a interacciones de caracter hidrofobico pueden
dar lugar a espacios donde los metabolitos queden
compartamentalizados y descartados en el pellet de
los residuos proteicos. Este mecanismo diferenciado
permite explicar porqué, a pesar de la contribucion de
la fraccién celular, no se alcanzé una diferencia sig-
nificativa en la extraccion con acetonitrilo y si en la
extracciéon con acido perclérico. En este sentido, Le
Belle y cols. (2002)*2 han demostrado que cierta can-
tidad de compuestos pueden re-extraerse a partir del
pellet celular. La existencia de diferencias en el com-
portamiento de ambos métodos presupone que la pre-
cipitacién con acido perclérico es mas sensible a las
variaciones del hematocrito que la precipitacion con
acetonitrilo.

La cuantificacion de las sustancias en los espec-
tros artificiales comprueba el efecto de saturacion
gue ejerce sobre la sefial de la glucosa, la irradiacion
de la sefial del agua. Esta sefial cae en un 30-40% y
comprueba, una vez mas, que es importante tener en
cuenta este factor cuando se comparan metabolitos
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cercanos a la frecuencia del agua (4.7 ppm) como es
el caso de la glucosa (5.23 ppm y 4.65 ppm) y el lacta-
to (sefal correspondiente al grupo CH,, 4.11 ppm).
La valina (1.04 ppm) y el lactato (sefal correspon-
diente al grupo CH, ,1.33 ppm) se subestimaron de-
mostrando que el error experimental puede estar en-
tre un 5-10% (Cuadro I1) y por tanto, sélo diferencias
superiores al 10% deben considerarse importante
para valorar cualquier efecto.

Como conclusion se puede afirmar que los datos de
este trabajo demuestran que la extraccion en acetoni-
trilo y la extraccién en acido perclérico son Gtiles por
igual en las muestras de sangre total y plasma aun-
gue si se desea cuantificar compuestos con baja con-
centracion es preferible la extraccién con acido per-
clérico. La precipitacion con acetonitrilo es un
procedimiento mas simple, requiere menos tiempo vy,
en general, resulta en menos variacion individual
para los metabolitos estudiados. Es menos suscepti-
ble a variaciones en la concentracidn de los metaboli-
tos derivadas del hematécrito y como consecuencia
permite derivar resultados Utiles a partir del estudio
de sangre total. Es mas selectiva y por tanto puede
considerarse una forma de reducir el espectro proto-
nico, muy conveniente cuando se quiere desarrollar
meétodos aplicables a la quimiométrica o al reconoci-
miento de patrones. Finalmente, es preciso afadir
gue cualquier intento de comparacién requiere un
preciso ajuste de las condiciones instrumentales y ex-
perimentales que debe hacerse sobre bases empiricas.
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