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CAPITIILO I. INTRODl'CCION. 

Las poliaminas son bases nitrogenadas alifáticas no proteicas de bajo pe

so molecular. 

;;¡ grupo mns estudiado está constituido por la diamina putrescina ( PUT ) 

y las poliaminas espermina { ESH ) y espermidina { ESD ) • 

La diamina cadaverina ( CAD ) , ha sido poco estudiada pero sus caractedJ!. 

tices son muy similares a las del grupo de poliaminas anteriormente mencig_ 

nado (l), 

La estructura de los poliaminas se presenta en la siguiente tabla: 

CLASIFICACION 

Poliaminas 

Di aminas 

TABLA 1.1 

ESTRUCTURA DE LAS PGLIAMISAS 

NOMBRE ESTRUC'n11A 

ESPERHIDINA H2N-(CH2)rh'H-(CH2)4-~ff2 

ESPERHINA ff 2N-( CH2) 3-Nff-( CH2) 4-NH-( CH2) 3-NH2 

Pl!TRESCINA 

CADAVERINA 

Les poliaminas se encuentran como constituyentes normales de una gran va

riedad de sist~mas vh'ientes como: bacterias, hongos, olsas, bacteri6fa

go&, plantas }' animales. 



La mayor concentración de espermidina y espermina, se ha encontrado en al 

gunos microorganismos y en tejidos de tlarniferos como páncreas, pr6stata, 

tejido hepático en regeneraci6n y glándulo mamaria lactante, en los que 

se ha asociado con la síntesis de RNA, DNA y síntesis de prote!nas (2). 

Estos datos parecen indicar que las poliam!nas eatón involucradas en cier, 

ta forma con los procesos de crecimiento ¡· diferenciacibn celular (3), 

!. l BIOSINTESlS. 

La síntesis de poliaminas en tejidos anil!l8les, se deriva del ciclo de la 

urea vía L-ornitina que se convierte a putrescina por descarboxilaci6n· 

La L-metionina se activa a S-adenosil L-metionina por ATP para 

ser utilizada posteriormente como donador de un grupo propilamino en la 

síntesis de poliaminas superiores. 

Las tres enzimas que participan en la bios!ntesis de putrescina, esper;:idi 

na y cspermina son:. ornitina descarboxilasa y las eminopropil transferasas, 

espermidina sintetasa y espermina sintetasa. 

La ornitina dcscarboxilasa, por ser una enzima alostérica de vida extrema

damente corta, se considera reguladora de le síntesis de poliam:inas. 

Por otro lado, la conversibn de putrescina a espermidina y de ésta o espe.r. 

mina, requiere como cofactor la forma descerboxilada de la S-adenosilmeti,!2_ 

nina, la S-adenosilhomotistear.iina: por lo tanto, otra enzit1a, le S-adeno

silmetionina-descarboxilosa es importante para la síntesis de poliaminas 

(Fig. l.l) (!), 
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En plantas y microorganismos, se presentan las rutas de glutamato a orni

tina, as! como de arginina a putrescina. 

En esta Última ruta, lo enzima arsinina deacarboxilesa cataliza la forma

ci6n de putrescina : 

ARGillINA ar¡in1M 
deocarb:>xllasa 

H2Ni-NH-(CH2)4-NH2 t C02 

NH 

AGKATINA 

aaoatinaS\, H2N-CCH2)4-NH2 t UREA 

1.2 DEGRADACION, 

(!) •. 

La putrescina sirve como sustrato a la enzima diamino oxidase. Aunque la 

cedaverina, le eapermidine y la eapermina tlll!lbién pueden ser dearadadas 

por la dianiino oxidasa, es menos eficiente su acci6n sobre éstas. 

En el catabolismo de polilll!linas, pueden participar también otraa enzimos 

que permiten transfonoar parte de estas mol,cules en otras de utilidad 

para la econom!a celular. 

Le espermidine y le espermine pueden ser degradadas por le diamino oxidaaa 

para dar putrescina, sustrato que por la acci6n de la aciltransferasa y 

de las amino oxidasas, puede transformarse en ácido sucdnico )' éste a 

su vez, entrar al aciclo de Krebs para dar final.aiente energía en force de 

ATP (1), 



TABLA J,2 

EFl!CTOS BIO!.OGICOS DE LllS POLIAMINAS 

1. POLIAMINAS COMO FACTORES DE CRl!lCIMIEN't'O. 
En micro-or9ani111BO•· 
En c•lula• de 11&11lfero. 

2. ESTABILIZACION DE MEMBllANH CELULARES. 

3. ESTAllILIIACION DE PARTICULAS St.eCELULARES. 

4, ASOCIACION CON ACIDOS NUCLEICOS. 
Eatabiliaacidn del DMA contra la deanaturalizacidn. 
Aeociacidn con t RNA. 
E•tab1Uuc1dn de la foma .uperenrrollada del ma. 
l!apacuiento del DMA en bacteridfago•. 
E•ttmulactdn de la •lnteat• de D!ll. 
l•tilllulac1dn de la •lnt••1• de RllA. 
Mod1ficac1dn de la actividad de ribonuc1 ...... 
Eatab1111acidn del ltllA reciln •intettaado. 

5. EFECTOS SOBU Lll SINTESIS DE PROTEINllS. 
Fijac!On de moUcula• de t RllA a rtboeom ... 
E•timulacidn de metilacidn de t IUfA. 
Reupluutento de 11g++ en la r .. cc1dn de aiail'llCU 

t Rllll. a1nteta ... 
Aeociacidn con r1bo•o111&•. 
1109•n••i• de partlculaa r1boeo .. le•. 
Fidelidad de la traduccidn. 
Iniciacidn de la traduoctdn. , 
Eatillulacidn de la nucleotidiltranafeaa .. de t ltllk. 

i. ErS::TOI SOBRI VARIAS RUCCIOllCll ME'l'ABOLICAS. 
E•ttmulacidn de nucl8"t1do cira .. •. 
Modiftcacidn d• la• actividad•• de protelna• c1118 .... 
Incrementan la ADP-riboeilacidn de protelna• nucle•r••· 
Activacidn d• fosforilasa b. 
Eatilllulacidn de lipoli•ia. 
Activacidn de colina cina ... 
Incremento en la utilizacidn d• fructosa en esperu-

to1oide• (epidldilllD). 
Inhibicidn de ATP asa. 
M:>dific•cidn de la actividad de acetil colina ••tera ... 
Inhibicidn de la aqregacidn de plaqueta•. 
Estimulacidn del metabolilllBO de eatradiol en microso-

mas de hl9ado. 

,,, 
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.. 
l , 3 EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS POLIAMINAS, 

La mayada de los efecto• biolbgicos ejercidos por las polian:inas en diver. 

sos sistemas, se deben vriucipalmente a su naturaleza básica, ra que pre

sentan una gran aflnidad por compuestos y estructuras celulares con grupos 

cargados negativamente (4), 

Se sabe que las poliaminas estén ligadas a &cidos nucleicos y íosíolipidos 

y que pueden actuar corno componentes funcionales o estructurales de los or. 

ganelos de células eucariotes (5). 

La idea de que las poliai:.inas no actúen intrecelularmente como cationes 

inespecificos, se apoya en la gran \'Briedad de efectos que ejercen )' que 

dificilmente podrían atribuirse solamente a su estructura quicica (4), 

La tabla 1.2 resume los principales efoctos biol6gicos de las poliaminas. 

1.4 POLIAMINAS EN TEJIOOS EN CREClnlENTO ACTIVO, 

Los primeros estudios sobre la relaci6n de las palie.minas con la prolifer.! 

ción celular fueron efectuados por Reina (7), en embriones de pollo en de

sarrollo, encontrándose una correlaci6n entre la concentraci6n de poliami

nas )' las concentraciones de proteínas y RNA. 

Estudios posteriores concluyeron que los tejidos j6venea y los tejidos rs 

lacionados con la s1~tesi& ac.tiva de proteímt, cootierfm altas concentraciones 
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de espermidina que disminuyen rápidamente al aumentar la edad, mientras 

que el contenido de esperr.iina, por lo general va aumentando (6), 

Estos cambios, s:e expresan como una calda en la relaci6n molar espermidi

nn/espermina, en le mayoria de los tejidos al aumentar la edad, 

Con base en estos estudios, una relaci6n alta de espermidina/espermina 

debe tomarse como un indicador de crecimiento rápido en diversas circuns

tancias toles como: 

- Regenaraci6n de tejidos, como respuesta a una pbrdida parcial por ciru

gía o daño por sustancias qulmicss. 

-Hipertrofia cardiaca o renal (aumento de la demanda funcional), 

- Estimulaci6n por andr6genos, cstr6genos, gonedotropinas y otras horma-

nas. 

- Crecimiento neopl&sico (6), 

1.5 FOLIAM!NAS EN CRECIMIENTO NEOPLASICO, 

El creciciento neoplásico, es la íormaci6n de tejido nuevo de carácter 

tumoral, benigno o maligno. 

Algunos estudios sobre el metabolismo de las poliaminas en células neopl!,. 



sicas, demuestran una elevada produccibn de putrescina a partir de L-orni

lina y una rApida conversi6n a espermidina. 

La relaci6n de espermidina a espermina promedio es de 1, lo que difiere 

mucho de las relaciones mucho mas elevadas encontradas en tejidos en cr_! 

cimiento co~o el tejido hepático en regeneraci6n. Esto es ampliado por 

estudios posteriores que concluyen que durante el envejecimiento de las 

cilulas tumorales , existen cambios muy marcados en las :oncentraciones 

de poliaminas, que incluyen una disminucibn gradual en la relación espe!, 

aidina/ esperr.iina inicialmente alta. 

El contenido notablemente alto de putrescina en las etapas iniciales, 

disminuye rápidan:ente después de la primera semana de inoculaci6n de c! 

lulas tumorales "in vitro11 (6). 

Mientras que la e.spermidina y la espermina se reconocen como indicadores 

de tejido en crecimiento, la putrescina y le cadoverinn pueden represe.n. 

ter occibn degradante ya que m:Jbas son producto de la descarboxilaci6n 

... de ornitina y lisino respectivar.iente ( algunos estudios reportan una e!. 

crec16n elevada de Plrf y CAD en pacl,.tes con enfisema pleural) (8), 

Le relación de las formas acetiladas N1 y N8 de espermidina en orino, 

también es indicadora de creci::iiento neoplásico. 

Mientras que en personas sanas la relac16n N1 ¡N8.1, en pacientes cance

rosos siempre es mayor que 2 (9). 



1 , 6 POLI AMINAS Y CAt;CER, 

Co:o se describi6 previacente, los tejidos er.ibrionarios y otros tejidos en 

crecimiento acelerado, )B sean normales o neoplásicos, contienen altas con. 

centreciones de poliaminas. 

HanelBinen, encontró elevados concentraciones en el higado y ml!dula 6sea 

de pacientes con leucenia (6), 

A partir de ésto, se sugiri6 la posibilidad de utilizar la cuantificaci6n 

de poliar.iinas coco un indicador bioquímico y clinico de enfermedades nali.r. 

r.as. 

Russell y col. (10), observaron niveles elevados de polia~inas en la ori-

;u. cie pacientes con cáncer. 

Investigaciones posterlores demostraron que les fluctuaciones en los nive

las de poliamines séricas y urinarias, se relacionen con el estado clini

co de los pacientes (11). 

As!., se han obsen·ado, niveles altos de poliaminas en el liquido cefalorr!. 

quideo de pacientes con t.Ulilores en el sistema nervioso central (12), en 

aspirados de raédula 6sea de pacientes con leucemia o linfooa (3) y en su!_ 

ro )' orina de pacientes con otras fora;as de cáncer (12). 

Altes concentraciones de poliaminas 1 a cenudo se E.::~ciar. con tumores loca

litedos o en metástasis, mientras que bajas conceratrnciones se nsocisn a 

una recisi6n de la neoplasia (6). 
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l. 7 lHPORTANClA DE LA DETERMINAClON DE POLIAHlNAS. 

A) EN TEJIDOS Y FLUIDOS FlSlOLOGICOS. 

La presencia de altas concentraciones de poliaminas en tejidos neoplásicos 

incediatamente sugiere que pueden encontrarse en cantic!eG~s anormales en 

fluidos extracelulares, pero la determinaci6n de poliaminas en éstos y en 

orina, tiene poco volor en el diagn6stico temprano del cáncer debido a que 

la contribuci6n del tejido neopl6sico al contenido total de poliruninas en 

el inicio, es demasiado pequeña para poder detectar el oal (6). 

No obstante, la determinaci6n de poliaminas en fluidos y tejidos fisiol.2. 

gicos puede proporcionar una valiosa prueba como complemento en el diasn6_! 

tico, y ademAs, una ayuda en el control de la terapia (12). 
( 

B) EN HICROORGANISl«lS. 

El descubrimiento de los efectos biológicos de las pollaminas sobre el mJ!. 

tabolismo celular ha sido producto del eotudio de batos en •icroorganismo1. 

Los efectos mas estudiados son: la estabilizaci6n de ácidos nucleicos (14) 

y su participaci6n en la sintesis proteica (IS). 

La presencia de poliaminas an virus solo ha aido detectada en bacteri6fa

gos que contienen DN,\ , estando siempre ausente en boctcri6fagos que ti!_ 

nen RNA y que se replican en células eucariotes, por lo tanto la determi

nación de poliaoines en virus puede ser útil en su diferenciaci6n. 

La determinaci6n de poliar.iinas, tambi~n ha sido empleada para diferenciar 
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organismos euc.ariote.a de <>rgan1amos proceiriotea, ya que estos últi[tos, .son 

incapaces de sintetizar espertnina (16). 

C) E~ Pl.AN'f/,S. 

En plantas, las poliaminas tambil!n están relacionadas con le regulación 

del erecinionto y d>-1 desarrollo. Por ejecplo, poliaminas adicionodas ex.§. 

ó•?namente prooueven la íormactón de callosidades en algunos tubéreulos, 

previenen el envejecfoiento de las hojas y promue\'en la s!ntosis macrol!1.9. 

lecular y la tnitosts en protoplastos de hojas de avena (17), 

Debido a ésto, resulta útil determinar los niveles ortginale• de poliatli

nss ~· los niveles 6ptimo.s para un crecimiento adecuado~ 

Asi mismo, los efectos de algunos agente.a promotores de crecimiento co::io 

la lu• roja, deben a menudo, ser apoyados por la slnte&is de poli~minas 

posterior a su epltcaei6n. 

D) EN ALU!E!ITOS. 

Las poliaminas han $ido objeto de estudio trunbihn en el campo de los ali

mentos1 ya que algunas de esta!; aminas pueden ser nitrossdatJ o actuar como 

precursores potenciales de otraa aiilinaa capatf!S de formar nitroseminas nl

taoente cercinogénicas. 

L.a esperm1dina y la espermina c;ontienen grupos amino secundarios que pue

den reaccionar con nitrito y la nitrosaci6n podde ocurrir al ingerirse 

aUo~ntos c:on esto!i cooponentes. 

11 



Lijinski y Epstein, postularon que la putrescina y la cadaverina pueden 

convertirse por calentamiento o cocimiento en pirrolidina o piperidina 

precursoras de aciinas carcinogénicas. Otros estudios demostraron que la 

putrescine y espermidina al calentarse en presencie de nitrito forman 

N-nitrosopirrol!dina. El nitrito esté ampl!w:iente distribuido en la na

turaleza, por lo que existen posibilidades de que se !orcen precursores 

carcinogénicos a partir de poliaminas (18). 

Otros autores han propuesto que las descarboxilasas de los microorganiscoa 

presentes en los alimentos m ·des:at:{osldén ., pueden, en condiciones apr.2, 

piadas, convertir aminoácidos a sus correspondientes aminas. 

Las diaminas cedaverina y putrescina, que se Corcan e pertir de los aci

noácidos lisina y ornitina son producto de la descomposición bacteriana 

de tejidos animales. Por lo tanto, estas aminas, pueden usarse como in

dicadores de descomposici6n, si se comparan los niveles encontrado& en 

productos descompuestos con los niveles en productos de calidad acepta

ble (19). • 

• Apéndice 
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CAPI111LO Il. KETOOOS GENERALES PARA DETERMINAR POLIAHINAS. 

2 .1 GENERALIDADFS. 

La sofisticaci6n ~e los métodos para determinar poliaminss, ha ido aumen

tan~o r-aralelamente a la íM·estigacibn en este campo. 

lnicialcente1 las poliaminas, fueron vistas solo como indicadores de la fun

ci6n reproductora masculina, posteriormente como promotores y/o reguladores 

del crecimiento y recientemente se ha propuesto que pueden ser indicadores 

del estado de salud o enfermedad humanas (20). 

De este modo , los métodos de análisis de poliaminas, deben ser espedficoa, 

sensibles, r simples respecto el tiempo y costo. 

En el estudio de las poliamina1, se han empleado una sran diversidad de mé

todos anal!tico1, y estos han evolucionado por etapas. 

2.1.1 PRIMERA F:fAPA. 

La espermina fue descubierta en forma de cristales por Antonio Van Leeuwen

hoek (mas tarde se supo que eran fo1fatos de esta poliamina), por lo tanto, 

la cristalizacibn, se convirtib en el método preferido por los primeros inve!. 

tigadores en este campo. Rosenheim, empleó picratos y flavianatos como deriv!. 

dos de poliaminas para determinaciones cualitativas (21). Los picratos se i

dentificaban por su punto de fusibn y se cuantificaban por procedimientos grJ!. 

vim~tricos alcanzando una sensibilidad de milimoles. 
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2.1.2 SEGUNDA ETAPA, 

Una mejora muy importante se introdujo cuando Rosenthal y Tabor (22), em

plearon la cromatografía de intercambio i6nico (CII) en papel paro la sepa

raci6n de poliaminas, Esto permiti6 la determinaci6n de poliaminas en un ra!J. 

10 de nanomoles con bastante especificidad, pero con la desventaja de ser un 

procedimiento muy tedioso, 

Otros métodos de sensibilidad parecid• son la electroforhis y la cromatogr!_ 

fia en papel. La primera fue muy empleada debido a su gran oimplicidad. 

Inicialmente descrita por Herbst y Fisher, la electroforésis fue 80dificada 

por Raina y Cohen (7) , quienes utilizaron ninhidrina para las determinacio

nes cuantitativas. Por otro lado, la cromatograf!a en papel tiene la ventaja 

de facilitar el e•pleo simultáneo de varios solventes, como resultado, el rie!. 

go de obtener resultados falsos debidos al traslape de los puntoa, fue reduci-

do, 

En esta segunda etapa, surgen además de los métodos quimicos, los métodos bio-

16gicos que utilizan caracteristicas especlUcas de las poli .. inas para su de

terminaci6n. En esta etapa, los métodos biológicos están representados por los 

métodos enzim8ticos. Uno de estos, empleo espermidina oxidase de ~ .!!t

~ pare producir A 1 pirrolina a partir de espermina y tiene una sensibi

lidad de 0.05 a 0.4)(moles (23). Otro mbtodo enzim6tico, se basa en la oxida-

ci6n de espermidina y espermina por una aminooxidasa sl!rica pero tambil!n es pg, 

co sensible ya que solo permite la determinaci6n de 0,01 }(mol como sensibilidad 

máxima (24). 
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2.1.3 TERCERA ETAPA. METOOOS MODERNOS, 

En 1965 Seiler y lliechmann desarrollaron un método sensible para la determina

ci6n de poliaminas. En este método, los derivados de dansilo de las poliamina• 

son separados por cromatografía de capa fina (CCF) en silica gel y determina

do• fluorométricamcnte (25), Adeúo de tener una sensibilidad de 20 a 200 pmo

les, este mhodo facilita la identificaci6n de poliaminas. Los derivados de da.!!. 

silo extraídos de los puntos del cromatograma,también pueden ser analizados por 

espectrometr!e de masas. Estudios muy sofisticados como la determinación de P;Q. 

liaminas en el tRNA y en partículas virales (26) han sido posibles gracias a e.1 

te método, 

Russell report6 on 1971, la excreci6n de polisminas en la orina de peciente• 

cancerosos, y esto impulsó el desarrollo de nuevos procedimientos (13), 

El analizador de aminoácido• se volvi6 una herraaienta 1111y Útil debido a la au

tomatizacibn del procedimiento; aunque es un ml!todo moderadamente sensible, su 

desventaja es el alto costo del instrumento y de su mantenimiento (21), 

La determinaci6n se hizo mas sensible por un procedimiento en el que laa poli

aminas se separaban automáticamente por el analizador de aminoácidos y eran d!, 

terminadas fluorométricamente usando o-ftalaldehido (OFA) en lugar de ninhidr! 

na (4). Esta modificaci6n es diez veces mas sensible que el método original, 

También se inici6 el empleo de fluorescamina y de cloruro de dansilo para mejo

rar la sensibilidad de la detecci6n (27), 

i. cromatosrafia de ¡as-Uquido (CG) fue introducida por Smith para determinar 

putrescin1 en extroctos de plantas (29), 
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Este tipo de cromatografía requiere de procedimientos de purificaci6n muy 

extensos que lo hacen poco práctico para el an&lisis de rutina. Aunque 

inicialmente la cromatografía de gas era poco sensible, la síntesis de 

algunos derivados voUtiles de las poliaminas han mejorado la sensibili

dad, Se ha reportado lo separsci6n por cromatografía de gas de derivados 

trifluoroacetilados (29), pentafluorobencilados (30), de isobutiloxicarb~ 

nilo (31) y de pentafluoroprop!onilo (32) de las poliaminao, 

Una mejora muy importante de la cromatografía de gas ea sin duda la combi

naci6n con la espectrometda de masas (CG-EH) que empleando análogos deu

terados de las poliaminaa como referencia alcanza una sen1!bil!dad de pi

comoles, 

La cromatografía liquida de alta presi6n (CL-AP), es una alternativa muy 

importante ya que tiene la ventaja de aer mao r'pida y en al¡unoa casos 

mas sensible, Existen una aran cantidad de ml!todos de CL-AP que e11plean 

una gran variedad de derivados de las poliam!nas • Entre loa principales 

agentes formadores de derivados para este tipo de cromatoaraffa se encue.n. 

tran: el o-!talaldehido (OFA). la fluorescamina, el mercaptoetanol, el 

cloruro de tosila, el cloruro de <lansilo, la ninhidrina,el cloruro de 

benzoilo, el cloruro de dabsilo y el ctanotiol. 

En esta tercera etapa, los métodos biológicos se ven mejorados con la a

parición de los métodos inmunol6gicos • (luash r col. fueron los primeros 

en crear anticuerpos contra poliaminas. Ellos emplearon polia•inas como 

hapteno1 li¡edos a proteinas, Los anticuerpos asi obtenido•, M hacen 
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reaccionar con polisminas presentándose una inhibición del crecimiento 

de diversas células en cultivos tisulares. Desafortunadamente, se obser. 

va una resccibn cruzada entre las diferentes poliamines imposibilitando 

su uso en procesos anallticos precisos (21), 

Bartas (33) también empleó sntlcuerpos sntipoliaminicos en un Rodioin

munocnsayo (RIE) muy sensible¡ lo prueba es muy sensible y se pueden .!!. 

nalizar muchas muestras en poco tiempo ,pero también se presenta la reaf_ 

ci6n cruzada entre los anticuerpos. 

Se ha descrito un procedimiento para la purificación de los anticuerpos 

antipoliaminicos por cromatografía de afinidad. De este modo, se incre

menta la sensibilidad y se disminuye la reacción cruzada permitiendo la 

detcrminec!bn de 0.05 pmoles de poliaminas en sangre (34), 

También se emplea un método inmunonefelométr!co que se basa en el enla-

ce covalente de los anticuerpos antipoliamlnicoe con esferas de látex 

como método para aislar laa poliaminas (35). 

Los métodos enzimáticos se han mejorado considerablemente, Se ha desa

rrollado un método que determinB el C02 producido enzimáticamente a par. 

tir de putrescina y otr6 proceso para determinar el perbxido de hidr6~ 

no formado por putrescina oxidasa, ambos mhtodoa tienen una sensibilidad 

de picomoles. 

La tabla 2 .1 resume los principales métodos para la determinocibn de P.9. 

liaminas. 
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TABU 2.1 

KrT'OOOS AliALlTIOOS PW LA DrnJHINACIOJri p¡; J'OLJA.'tlPiAS 

HE1llnl DDJVAOO TIOOO SDSJllILIDAD llll!PDACJC* ..... 
pnp,/anal. ¡:eot .. (1) 

(J;F danlilo J2h/21Dil 2().200 80-100 11 ................... ................ . ...................... ....................... ..................... ........ 
CA d.nsUo 12h/12a l 36 ....................................................................................................................... 
Cll ntnhldrin11 

OFA 

fluoruta111na 

20h/9!ie 

24h/12o. 

1000-2000 

100.-200 

"" 

100 .. 31 

" ......................................................... -............................................................. .. 

N·TFA

M-BOC 19h/3S. 

100 000 -6000 

28 

PFP 10 71 12 
················ ................. -·--···-------- ··-·-·-------· .............. ··-----· 

CG-D! 

a.r • 

.. 
n.r, 

38 

39 

......................... ......................... .................... ..................... ............................ .. 
CUP tolilo 

ben tollo 

d1n11lc 

01b1ilo 

fluore.cuina 

OFA 

111rc•pto.t111ol 

etanotiol 

d1n1Uo 

n.r, 

2h/J&;¡¡ 

,,. 
2n/14-

'°" 

Mh 

, .. 

5000 

200 n.r, 11 

2S-~ 73 

'º 14 .. 93 '° 
" 
42 

J·S " o.s 44 

0.02S •s 
................................................................................................................... 

ENZIKATICO 20 

"" ......................................................................... 
lh.,._'HOLOOJOO Utt• 

Udl•tt1VOll 

18 

1·10 

o.o~ 

90-100 .. 
47 

.. 
49 



CAPITULO III. EXTRACCION Y PURIFICACION DE POLIAKINAS. 

3 .1 HETOOOS DE EXTRACCION • 

Los primeros métodos para el aislamiento y purificac!6n de poliominas, se 

basan en la baja solubilidad de algunos de sus derivados, tales como fos

fato1, picratos, cloroeuratoa y flavianatos. Al principio, estos fueron 

'cristalizados como sales de espermina exclush·amente , por lo tanto no 

eran aplicable• a la csperm!dina ni a las diaminas. En la actualidad, se 

conocen las propiedade• de casi todo• los derivados de las diaminos y po

liamina1 (tabla 3.1). 

La destilaci6n de vapor en condiciones alcalinas se utilizaba para sepa

rar poliaminas de COllponentes no vo1'tiles. Actualmente, laa poliuinaa 

· totalee, pueden extraerse del material biol6gico por calent .. iento con 

ácido acético, ácido percl6rico, ácido clorh!drico, ácido tricloroacét~

co J ácido sulfosalic!lico, o bien por extracc!6n con aolventes cOllO bu

tano! o tolueno, lo que permite su posterior separoc16n e identificaci6n 

por diversos métodos. 

Los métodos de extracci6n, por lo general se combinan con m6todos de se

paraci6n cromatográfica para lograr una mayor pureza en las muestres 

por consiguiente, mejores resultados en la cuantificaci6n. 

3.1.1 EXTRACCION CON ACIIJO PERCLORICO. 

El ácido percl6rico, se emplea para extraer y desproteinizar muestras de 

material biol6gico y plantas antes de ser sometidas a cualquier !Mtodo P!. 

ra cuantificar poliaminas. 
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TABLA 3.1 

LAS POLIAIUNAS Y SUS DERIVADOS 

COMPUESTO FORMULA PROPIEDADES 

ESPERMINA C10H26 N4 Cristales 111 ÍOO!B de aguja;soluble 

:: r:·y':.;.O!bn:ll;insoluble 

Fosfato CIOH26N4 '2Hlº4 '6H20 !ill.IAS t.\IGIS 9lJJUS fN XJJA G\. 
Lmm:, .4:!llE y AIQLIS, 

Clorhidrato C1CJl.lf>N4• 4 ICl !ill.IAS ~ ltlY 9'.WUS fN 
XJJA y ]'{) 9lllUS fN NEtllA, ElB! 
y ClJJl'.Jm(), 

Picrato C10H:J 4 • 4C6H3 07N3 AGUJAS AMARILLAS. 

ESPERHIDINA C7 Hl9 NJ 

Fosfato c1 "19 NJ • 11.; ro•· ffi-fl llUEA'i ILIM'AS 9llJUS 8i XJJA E 
llBllB1S Si EI'.1111. 

Clorhidrato c
7
H

19
N

3
•J HCl llWL\5 llAOS SllHlS 8i XJJA. 

Picrato c7H19N3 •Jc6H307 NJ !ill.IAS N'llRD.US. 

PUTRESCINA C4 H12N2 Uquldo; SDluble .., -· 1.i¡eramn-
teailuble m ka', 

Clorhidrato c
4 

H
12 

N
2

•2HCl .Glll.5 !() HICJQllPIG\S 9lJllJ5 
IN XJJA E J1fDL9J:S &'l ErA.tll Y Si 
EIB!, 

Di picrato C4H12N2• ZC6H30l3 OOSTAllS lllWXE. 

CADAVERINA CSH 14N2 LlqmD OOlllllE fN ELl.'lL y ElB! 

9ll8E m Nll\, 

Clorhidrato c
5
H

14
N

2 
• 2 HCl PIU!MIS HI<JUlll'IO::S • 9l1BL fN 

ErAKL. 

(:il) 
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Algunas muestras biol6gicas como la orina, no son purificadas suficicnt.!, 

mente por la precipitaci6n con ácido percl6rico; en estos casos es nec..!, 

seria una hidrólisis ácida posterior a la desproteinizacibn, especialmc.n. 

te si se trata de aminas acetiladas ( 41). 

3.1.1.1 Ell'RACCION DE POLIAMINAS EN TEJIDOS CON AC!DO PERCLORICO. 

- Los 6rganos o tejidos son separados rápidamente y colocados en un vaso 

homogenizador previamente tarado. 

- Se adiciona ácido perc16rico 0.3 N (1 ml/100 n¡¡ de peso húmedo) 

con cantidades apropiadas de estándares internos. 

- Se homogeniza a 4°c, 
- Se centrifuga a 3500 rpm durante 15 m y el sobrenadante se usa como 

muestra(41), 

3 .1.1. 2 EXTRACCION DE POLI AMINAS EN SUERO CON ACIDO PERCLORICO, 

- Se mezclan de 0.5 a 1 ml de suero con estándares internos y se desprote! 

nizan con ácido percl6rico 1.5 N hasta una concentraci6n final de 0.3 H. 

- Se centrifuga la suspensión y se emplea el sobrenadan te como muestra(41). 

3.1.1.3 EXTRACCION DE POLIAMINAS EN PLANTAS SUPERIORES CON AC!DO PER_ 
CLORICO, 

- Se separa el tejido vegetal , se homogeniza y se extrae con ácido per

cl6rico al 5% ( 1 ml/100 •) y se somete a un bsfto de hielo por un• !\ira, 

.. El sobrenadante que contiene la fracci6n poliaminica, se almacena a 

-20°c en recipientes de plástico, ya que se ha observado cierta tendeJl 

ele de las poliaminas a unirse a los recipientes de vidrio (17). 

- Bajo estas condiciones, el extracto poliaminico permanece estable por 
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mas de seis meses, 

3.1.2 EXTRACCION CON BtrrANOL. 

Uno de los métodos mas empleados es el citado por Raine en 1964. En este 

m~todo, las poliaminas, sd extraen con n-butanol de extractos tisulares 

libres de proteina )' se determinan colorimétricamente con ninhidrina de!. 

pués de ser separadas por electroforésis • 

Este mbtodo es aplicable a la detenninaci6n simult&nea de putreacina, eJ!. 

permidina y espermina en mucha& muestras, pero la extraccibn con butanol 

no es muy satisfactoria y1 que la recuperación de las poliaminas es muy 

variable (51). 

Recientemente se han hecho modificaciones el método original a fin de P.!t 

der complementarlo con la cromatografía de gas-Hquido (52). 

Se ha observado la presencia de sales inorgánicas disueltas contaminan

do el extracto butanblico. Probablemente son estas sales l~s que determi

nan una adsorción variable e inesped.fica de las poliaminas que origina 

una recuperacibn baja e inconstante. 

La modificación mas importante a la extracción con butanol es la q.ue esp!_ 

ci!ica un lavado suave del extracto con una solución oaturada de sulfa

to de sodio y una extracci6n doble con butanol que elimine lea salea 

por completo sin una pérdid• apreciable. de poliaminas. lle e1ta manera so 

consiguen recuperaciones tan buenas y constantes como lea reportadas por 

otros métodos (51). 
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3,1.2,1 EXTRACCION DE POLIAHINAS EN TEJIDOS ANIMALES CON BtrrANOL, 

- Los 6rganos son separados y homogenizados con agua destilado a una con 

caitracil.n de 20% (P/V), La temperatura debe mantenerse entre O y 4°C, 

- Se toman 10 ml. de tejido homogenizado y se tratan con un volúmen igual 

de ácido percl6rico al 6%, 

- El precipitado se lava dos veces con 5 ml de ácido percl6rico al 3%, Los 

lavados se combinan con el sobrenadante y se alcalinizan con KOH 4N. 

- El perclorato de potasio precipita por centrHugaci6n , El precipitado 

se lava dos veces con illl :a¡,( 2 ml cala vm ). 

- El sobrenadante y los lavados combinados (pH 13) se saturan con sulf1, 

to de sodio y se extraen durante :ll man 10 ml de 1 butano!, Este paso se 

repite tres veces para mejorar la recuperaci6n total de las poliamina1. 

- El extracto butan61ico (30 ml) se agita suavemente con 10 mi de soluci6n 

saturada de sulfato de sodio y se centrifuga para separar las sales inor

g,nicas en la fase acuosa. 

- La fase butan61ica se suplementa con una cantidad exacta de éter dieti

lico que contenga D-anfetami.na y benzoanfetaaina como estándares interr: 

nos. Se evapora a sequedad a 60°c al vado. 

- El residuo seco (consistente en estándares, diaminas, poliamin1:111 y una 

pequeña cantidad de sales inorgánicas) se re-extrae con aJ mi de 1 butano! 

y se eliminan las seles por centrifugac16n. 

- La parte clara del extracto butan6lico se evapora hasta casi 20 fil que 

se emplean para la determlnac16n cuantitativa (SI), 

La mayoda de 101 vece• , la extracc16n butan6Uca se hace despu6s de una 

hldr61isis ácida con el fin de mejorar la extracci6n y concentrac16n da 
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las poliaminas, 

3.1.3 EXTRACC!ON CON ALCOHOL ISOAHILICO, 

El alcohol isoamilico se usa en lugar de butanol en los casos en los que 

existe la posibilidad de que el material blol6gico forme una emulsi6n 

al reaccionar con butanol. 

El alcohol isoaa!lico y el butanol tienen el mismo grado de extracci6n. 

Por otro lado, el alcohol isoB11Ulco ea menos miscible en agua que el n

butanol y por ende ma1 facilmente evaporable (53). 

3. 2 HETOOOS DE HIDROLISIS. 

Algunas muestrea biol6gicaa, como la orina y el fluido amni6tico, tienen 

un contenido muy bajo de poliuinH libres (menos de 25 ¡JJDl/ ml) y por lo 

tanto, su detecci6n se hace diffci1(54), 

En algunos estudioa, la filtraci6n en Sephadex G-25 y G-15 ha sugerido 

un peso molecular de las poliaminas muy superior al real (55); esto se 

atribuye a la interacct6n de las poliaminas con especies macromoleculares 

pequeñao con pesos moleculare1 que oscilan entre 1 000 J 10 000 (55). Por 

lo tanto, se recurre a una hidr6lisis ácida para liberar a las poliaminas 

de los complejos en los que se encuentran. aumentando la concentración de 

poliamlnas libres y facilitando su determinaci6n. 

3.2.1 HIDROLIS!S DE ORlHA CON ACIDO CLORHIDRICO, 

- Se toma un volúmen de 25 m1 de orina y se evapora a sequedad a 60ºC. 

- Al residuo, se le adicionan 25 ml de HCl 6N y la soluci6n ae a011ete a 

reflujo durante 16 h a llO"C, 
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-La solución se coloca en refrigeración a 4°c toda la noche y el precipitado 

resultante se filtra en un papel Whatman 30 (se pueden obtener resultados 

diferentes si no se elimina cualquier residuo formado durante lo hidróli

sis). 

- El filtrado se avapora a sequedad y el residuo se rcdisuelve en agua ha!. 

ta 5 ;nL De esta, se toma la muestra (31). 

En ocasiones, para evitar la interferencia del amoniaco presente en la ori- 1 

na con los derivados de poliaminas empleados en la determinación, es preciso 

eliminar el amoniaco ya sea por un tratamiento e incubación con ureasa B!. 

guido de una aereación previa a la hidrólisis, o bien por secado en medio al 

calino (12). 

3.2.2 HIDROLISIS DE FLUIDO AMNIOf!CO CON ACIDO CLORHIDRIC:O. 

- Las muestras se obtienen por aspiración transplacentaria en mujeres con 

34 a 38 semanas de embarazo. 

- Se centrifugan inmediatamente a 2!lD X g a 4"C en una centrifuga refrige

rada durante 3J m. 

- El sobrenadante puede congelar• a -25"C si ha de usarse despub. Si se 

va a usar inmediatamente, se liofiliza a sequedad, 

- Se redisuelve en 4 ml de l!Cl 6N, 

- Se burbujea con N2 durante al my se sellan los tubos. 

~ Se efect6a la hidrólisb a llOoC durante 'JA h.(54). 

3.3 HE'IUOOS DE DESPRWEINIZACION. 

3.3,1 DESPROTEINIZACION CON ACIDO TRICLOROACETICO. 
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El tratamiento con ácido tricloroacético es básicamente una eliminaci6n de 

proteinas por precipitación. Se empleo en muestras como semen, órganos, tej,!, 

dos y microorganismos • 

Cuando se pretende determinar poliaminas en semen;ee un prerequisito despro

teinizar la muestra lo mas pronto posible despu~s de la eyaculación, ya que 

cuando las poliaminas no son eliminadas rápidamente, se observa una dismi

nución en el contenido de espermidina y eapermina , debido a la elevada ac

tividad de~las aminooxidesas que se sabe están presentes en muestras como 

semen humano ( Tabla 3,2) (56), 

TABLA 3.2 

POLIAHINAS EN SE>IEN HUMANO (nmol) 

Desproteinizaci6n inmediata 

¡ FSM ESD Plrr 

¡ 2 082 132 418 i 
t-··-·······-·········-·······-·-····-·-·········1 
! 6 450 261 123 ¡ 

1 Desproteinizaci6n retrasada 

(56) 

3 ,3, l, l DESPROTEINIZACION DE SEMEN CON ACIDO TRICLOROACET!CO. 

- El semen se trata con un volúmen isual de ácido tricloroachico(TCA) frío 

al 50%, 

- Se centrifusa a 7 000 X 8 durante 10 m. 

- El sobrenadonte se utiliza en la seporaci6n cromatogr4fica (56). 
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3.3.1.2 DF.SPROTEINJZACION DE UN CULTIVO DE.§.~ CON TCA. 

- El microorganismo se dejo crecer hasta una densidad de 3.J X 10Bchlulas/ml 

en :ll ml de m:xlio de fosfatos, 

- Se colecta y se extrae durante 2 h con 5 ml de TCA al 10% a o0c. 

- El extracto se centrifuga y el fluido sobrcnadante se extrae tres veces 

ton tres vol6menes de hter dietllico: El residuo ethreo se evapora al vado, 

- El análisis puede efectuarse con 0,3 ml de este extracto (equivalente a 109 

dlulas) en un volúmen final de l ml (36). 

3.3.2 DESPROTEINJZACIO~ CON ACIDO SULFOSALICILICO, 

Las muestras que han sido sometidas ·s hidr6lisia ácida no son satisfactorias 

para algunos m.ltodos que emplean purificación ton resinas, ya que le elevada 

fuerza iónica del hidrolizado, afectada adversamente la retención de lea 

poliuinaa en la resina durante la fase de. preconcentratión y separación de 

arupos. 

La hidrólisis de muestras ricas en proteina, también produce p6ptido1 de una 

longitud suficiente como para evitar la concentraci6n cuantitativa de la1 

poliaminas en el cartucho o columna. 

La extracti6n de poliaminas mediante n-butanol controla efectivamente la 

fuerza i6nica de la muestra , pero toma mucho tiempo y no elimina a los ami:. 

no,cido• de la muestra. 

La desproteinizaci6n con Acido sulfoaslidlico sc¡uida de una hidr61isis 

con hidr6xido de bario , és un buen procedimiento de extracci6n en estos ca-
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sos, ya que después de la hidrólisis, el hidrolizado se neutraliza con áci

do sulf6rico , formándose sulfato de bario insoluble ,lo que evita que la 

solución final tenga una fuerza iónica muy elevada, El sulfato de bario 

fresco ca-precipita con otros compuesto11, entre ellos, cerca de la mitad de 

las polis111inas, por lo que se ha encontrado que dejando reposar el precip.!. 

tado toda la noche antes de retirar el sobrenadante, se evita este tipo de 

pérdida de las poliaminaa (57), 

3,3.2.1 DESPROTEINIZACION DE ORINA CON ACIDO SULFOSALICILICO. 

- Se hace una prueba de proteína con unos pocos cristales de 6cido sulfosa

lidlico, Si se forma un precipitado: 

- Desproteinizar con 100 'V de ácido sulfosalidlico, 10 mi de orina, mezclar 

y centrifugar, 

- Para determinar poliaminaa libres, se adicionan 0.3 mi de citrato a 3 mi de 

orina o sobrenadante desproteinizado 1 se ajusta el pH a 3-4 con NaOll O. IH 

o solución de HCl (57), 

- Para poliaminas total ea , se hidroliza la muestra de la siauiente unera: 

A 5 mi de orina desproteinizado , se adiciona l .gr da hidróxido de bario, se 

mezcla y se calienta por 4 h a lOOºC en un baño de aceita, 

Se enfría y se adicionan 2 ó 3 gotas de solución de fenolftslelna y se 

neutraliza adicionando lentamente HCl concentrado hasta la desaparición 

del color rosa. 

Se deja reposar a temperatura ambiente durante 24 h se centrifuga. 

A 3 ml.del sobrenadante, se adicionan 0,3 mi de cit:ato se ajusta el pH a 

3ó4(57), 
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3,3,2,2 DF.SPRC7I'EINIZACION DE SANGRE CON ACIDO SULFOSALICILICO, 

- Se adiciona una gota de Tritón X-100 a 1 m1 de sangre y se agita con ultr.!!. 

sonido para efectuar la hemólisis. 

- Se adicionan 9 m1 de solución de ácido sulfosalidlico, Se mezcla y centr!. 

fuga. 

- El sobrenadonte. se trata de acuerdo al precedimiento descrito para la o-

rina (57). 

3.3.2,3 DESPROTEINIZACION DE SUERO O YLASKA CON ACIDO SULFOSALICILii::o. 

- El procedimiento ea igual que para muestra• de sangre, a excepción de la 

hem61isis, que es omitida en este caso. 

- Con lml de suero se efctúa la desproteinización de la miSll8 forma. Si se 

dispone de 2 ml de suero se emplean 8 m1 de ácido sulfosalidlico (4 7). 

3.4 METODOS DE ANTICOAGULACION, 

La a1Ucoaguleci6n de muestras de sangre , se consigue con citrato de sodio 

(23 "81 di : 0.1 ml/10 mide sangre). 

Para el fraccionamiento de células sanguineas se utiliza heparina sódico 

(!CID U/ml ; 0.1m1/10 mlde sangre), El fraccionamiento celular se emplea en 

los casos en los que se desea determinar poliaminas en las células sanaul

neas (3). 
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3.5 METOOOS DE PURIFICACHlN, 

La puri!icaci6n si1ue a la extracci6n de poliaminas y tiene por objeto, la 

concentraci6n de éstas de las 11uestra1 de tejidos y flu!doa fioiol61ico1, 

as! como el mejoramiento de las separaciones cromatoaráficas subs~~ueates. 

Durante la puriffcaci6n de las muestras se separan los uü.noácidos presell 

tes, disminuyendo el tiempo en columna necesario para eli•inarlos (56). 

La purificad6n, también sirve para separar diaminas de po!i811inas y evi

tar as! posibles interferencias entre ellas (41), 

La mayor parte de los procesos de purificaci6n, conai•ten en separaciones 

por cromatograf{a de intercambio i6nico r.?n una gran variedad de resinas, 

aunque también pueden lograrse por cromatograf!a de capa fina pero con ~ 

nor eficiencia. 

La cro.,,.tograf!a de intercambio i6nico, puede constituir en s! mi ... , un 

mhodo analitico de poliaminas si es combinada con algún medio de detec

ci6n como ninhidrina u OFA (4,51,54,58) o bien, ser utilizada simplemente 

como un proceso de purificaci6n. 

3.5,l PURIFICACION POR INTERCo\MBIO IONJCO, 

La cromatografia de intercambio tónico es un tipo de cromatoarafJo de- ad

sorción en la que la separación se produce por diferencias en las fuerzas 

de adsorción de tipo electrostático entre los diferentes componentes de 

la muestra y de la !ase estacionaria. 

30 



Los componentes se separan de la columna mediante un tratamiento de elución 

que puede ser de tres tipos: eluci6n sencilla o isocriltica ,eluci6n por pa

sos y gradiente de elucibn (27,54,58,59). 

Para desarrollar un procedimiento altamente sensible para la determinac16n 

de poli aminas, es esencial contar. con un método eficiente de purificación 

y concentraci6n en el que arandes cantidades de poliaminas sean adsorbidas 

y eluidss en el volómen mas pequeño posible. Lo ideal, es obtener una alta 

reeuperaci6n en un solo paso. 

El cuadro 3.2 describe algunas de los condicione& y resinas de intercambio 

i6nico mas empleadas para la purificacibn de poliaminas. 
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TABLA 3.2 

RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO EMPLEADAS EN 1.A PURIFICACION DE POLIAHINAS 

Tml m: RP.SINA TI 1'0 D& tJllClON ROCUPF.RACION RU, 

00\o'EX !'I) W- lll (JD..lill) l.iEcráticicmHCl 2N ó 6N n,r, 9,60 

OOllEX !'I) w Crallmte de llCl 1 o 6N 95% 51 

AltBEllLJTA CG-120 Grailmte de ¡¡;¡ n.r, 31 

POl!OPAK Q - Wotl( !'D K2 Grmlútt.e de ¡¡;¡ 79% 32 

ZF.OKARB 225 Grndlaite de NH4 93% 28 

DOlo'EX 50W X-4 (:m-tm) Grailmte de KC! 90-98% 

DEAE-Sephadcx A-25 Grndlaitc de NoCl en K2P04 n.r. 54 

SU leo Gel Scp-pnk huritica cm HCl O. IN n.r. 61 

Stlira Gel (00.Jll) fur llB"' cm 11¡0 J HCl 0,3N 82.5% 60,62 

Rlu-lh~• 70 1\r ¡mm¡ cm H20 J llCI O, IH 100% !18 

810 r.c1 P2 llDcrát.ica cm f....io de .,..do 0.1!11 76'1 '.11 

Carhoxlmetilceluloso 'IJ. r.mllmte de pirldJM/ &:ido idUro 95-100% 41 

n,r, No reportado, 
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CAPITULO IV. METODOS CROHATOGRAFICOS. 

4 .1 CLISIFICACION. 

Los ml!todos cromatosráficos, se clasifican por la naturaleza de la fase est!. 

cionaria y de la fase m6vil. La fase estacionaria puede ser un a6lido (crol!\! 

tografia de adsorci6n) o un liquido (cromatografía de partici6n) y las fase1 

m6viles pueden ser liquidas o gaseosas(íig. 4.1). 

FIG. 4.1 CLISIFICACION DE LOS HETODOS CROHATOGRAFICOS 

1 
ADSORC!ON 

CROHAJOGRAFIA 
1 

PARTICION 

(fase~ s6Uda) (fase estaciawla liquida) 
1 

l. Fase JNil Uquida 2. F• 111\Vl.i ...,.._ 3. Fase JVil l!quido 4. f'a.'le Ju 1111 

LIQ-SOL GAS-SOL LIQ-LIQ GAS-LIQ 

(63). 

Existen algunas variantes a los cuatro tipos principales de cromatografta: 

1. Cromatografia Llquido-S61ido 

-Cromatografia clásica de adsorci6n • 

-Cromatografia de intercambio i6nico• 

-Cromatografia de capa fina • 

-Cromatografía de exclusi6n 

-Cromatografía liquida de alta presi6n• 
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2. Cromatografía Gas-S61ido 

3. Cromatografia Liquido-Liquido 

-Cromatograf!a en papel • 

-Cromatoaraf!a de fase ligada (de alta presi6n) 

4. Cromatografía Gas-Liquido 

-Cromatografia de Gas-Liquido • 

-Cromatograf!a de columna capilar 

4,1.1 CROHATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO. 

La cromatograria liquida, ha estado presente en la evoluci6n de los méto

dos anaUticos de poliominaa. 

Tabor y Tabor, en uno de sus trabajo• iniciales, utilizaron el intercambio 

cati6nico para absorber estos compuestos y separarlos como un grupo. 

Posteriormente fueron separadas unas de otros también por. intercambio cati6-

nico y cuantificadas por su reacci6n con ninhidrina (27,64), fluorescamina 

(4) y OFA (65,66). 

Se ha implementado el uso de analizadores automáticos de aminoácidos para 

la determinación de poliaminas. ya' que las diaminas son mas fuertemente re

tenidas que los aminoácidos y es posible eluirlas con amortiguadores fuertes 

a pH elevado, 



4.1.1,1 FORMACION DE DERIVADOS PARA CROMATOGRAFrA LIQUIDA. 

Las caracter!sticas estructurales de laa poliaainaa son poco favorables ~ 

ra su detección por métodos 6pticos o electroqu{micos. Por lo tanto, es n!_ 

ceserio hacerlas reaccionar con ciertas su6tancitts para formar derivados 

detectables por sus altos coeficientes de extinci6n molar o por su intensa 

fluorescencia (36). 

Entre la gran variedad de reactivos posibles, se han suaerido varios cloru

ros de &ddos , entre loo que !iauran: cloruro de bengoilo, cloruro de p

toluensulfonilo, cloruro de quinolina-8-aulfoni!o, cloruro de 5-diaetilami

no nafUleno-1-sulfonilo (cloruro de dansilo) y cloruro de S-di-n- butilam!. 

nonaftaleno•l•sulfonilo (60). 

Ademb de los cloruros, también se emplean fluorescaaiina y OFA en presencia 

de 2-11ercaptoetaMl en la foniación precromatográfica de derhado•. Estos 

dos últimos reecti vos. reaccionan solamente con grupos amino primarios. en 

contraate con loa cloruros que forman derivedos con lo• arupoa ":l!lino prima

rios y secundario11 y además con imidaw1,nitr6geno, hidróxidos fen61icos y 

aún con alcoholes. 

Los cloruros de ácidos no difieren mucho en reactividod, por lo que se a

plican los mJ smos principios de formación para todos. !..a roacci6n ocurre en 

medio alcalino 1 con solventes orgánicos. La a1áxima sensibilidad se contti• 

gue con un pH de 10,S (36). !..as condiciones son similares para la rencción 

con fluorescaiaina, 
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Los reactivos deben aplicarse en exceso paro obtener una reacción cuantit!. 

tiva con todos los Grupos amino de los polis.minas. Posteriormente, es rec.Q. 

menda ble retirar el reactivo excedente, haciéndolo reaccionar con prolina 

(12,25). 

La formaci6n de derivados puede hacerse antes o despu6s de la cromatografh 

sin embargo se prefiere hacerla antes de la separaci6n cromatográfica deb.!. 

do a que la solubilidad de' los derivados en solventes orgánicos, permite 

su extracci6n de fases acuosas, logrando asi la concentración de poliaminas 

de grandes volúmenes de extractos de tejidos y flu{doo corporales (60). 

No obstante, la conjugaci6n post-cromatográfica también se emplea debido a 

la limitada estabilidad de algunos derivados, principalmente de OFA-2-mer

captoetanol. La estabilidad puede mejorarse empleando etanotiol en lugar 

de 2-mercaptoetanol (66). 

Aunque los derivados mns empleados hasta la feche son ,los cloruros de dan

silo, hay algunos motivos que hacen mas deseable la utilizaci6n de otro• 

derivados, Por ejemplo, los derivados de dansilo son altamente fluorescen

tes, y la intensidad de su fluorescencia es modificada conSiderablemente 

por factores ambientales como temperatura, pH, polaridad del solvente y C.!, 

posici6n a la luz; mientras que otros derivados como los de cloruro de daJ?. 

silo son visibles y fotoestables, ·por lo tanto, su detecci6n espectroíoto

métrica se hace en la regi6n visible e 425 m) sin importar lo interferencia 

de otras sustancioe en la muestra con lo absorcibn ultravioleta (40). 

Además, los derivados dansilados, son resueltos por sistemas de gradiente 
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DERIVADO DE FLUORESCAHINA 

DERIVADO DE OFA 

Fig,4,1. Estructuras de los principales derivados de la Espemidina , 
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de eluci6n muy complejos, mientras que los derivados de cloruro de benzoilo 

o dabsilo, emplean sistemas de eluci6n isocr&ticos mas simples,f&ciles de o

perar y con mayor estabilidad en su linea bssal (40,67), 

En la figura 4.1 se presentan las estructuras de los principales derhados de 

la espermidina. 

4, l.1.2 CROMATOORAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

Esta técnica ,depende del intercambio de iones entre al fase m6vU y los si

tios i6nicos del empaque de la columna, El proceso de intercambio i6nico,se 

esqu8l!atiza en la figura 4.2 • 

• 
@ ija 

cmtm i6n 

FIG. 4.2 INTERCAMBIO IONlCO (68), 

Para elegir el tipo de resina de intercambio i6nico, debe considerarse en 

primer lugar. la carga de la muestra, el pH requerido para el enloce y por 

Óltico, el peso molecular de la muestra (69). 

De este modo, la resine de intercambio i6nico mas apropiada para la separeci6n 

de poliaminaa e1 un intercambiodor cat16nico fuerte y de porosidad baja. 

Las principale1 resinas cie intercacbio catiónico, son del tipo: carboximetilo 

(Cll-),fosfato (P-) o sulfopropilo (Sp-).En la detcrmlnaci6n de poli-
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aminas, se han empleado resinas de tipo carbodlico • pero no se ha obteni

do una separaci6n satisfactoria. Es por esto que se recurre mas a menudo 

al empleo de resinas sulf6nicas que en combinaci6n con amortiguadores de 

citrato, posibilitan una adecuada separaci6n de las poliaminas, unas de o

tras y de los aminoácidos básicos (36). 

Actualmente, la mayoría de laa columnas de interca11bio iónico para determi

nar poliaminas, se encuentran adaptadas a un analizador autOllático de aai:in.!!_ 

ácidos, lo que automatiza y hace mas sencillo y rápido el procedimiento 

(36,54 ,56,57 ,65,66, 70, 71). 

Para separar a las palia.mina• de le columna, casi sic.pre • emplean siste

mas de sradiente de elución de tres o mas amortisusdorea, por lo seneral de 

citrato de sodio o potasio y cloruro de sodio o potasio en concentraciones 

cada vez mayores , de manera que se establezca un aradiente de pH 1 de fuer. 

za iónica. 

A un pH 6-6.32 correspondiente a una éoncentraci6n0.3 Mde N.,+ o K+, se e

luyen los amino&cidos básicos, a un pH de 4.68 correspondiente a una con

centración 2 6 3H de Na+ o K+ , eluyen las poliaminas (72), 

Algunos autores consideran mes apropiados los amortiguadores de sodio que 

los de potasio 1 debido a que su fuerza ibnica es menor y esto disminuye 

la posibilidad de colapso de la resina y facilita la separación de los ami 

noácidos de las poliaminaa. No obstante, se ha observado que el uso de &llO!. 

tiguadores de potasio acorta los tiempos de elución (72). 
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Sin embargo, no debe eliminarse por completo el ión sodio ya que se ha·oJ!. 

servado que en algunas muestras no se obtiene una resolución completa en

tre agmatina y espermina en ausencia de este i6n (37). 

Lo detecc.i6n de poliamines, se realiza por métodos calorimétricos con nin

hidrina (36,56,57,65, 71) o fluorométricos con OFA (4, 72) y fluorescamina 

(4). 

El OFA tiene buena solubilidad en agua y es de cinco a siete veces mas se!!. 

si ble que Is fluorescamina con espermidina y espermina (4), 

La cuantificación de 101 derivados fluorescentes, se efectúa por su lectura 

de absorbancis a m "'· 

Adem&s de la tra!Bt<ografla de intercambio i6nico convencional, se ha repor

tado para el an&!isis de poliaminas , el uso de intercambio i6nico en papel 

seguido de una cuantificación con dinitrofluorobenc.eno . La única ventaja 

del intercambio iónico en papel· sobre el de columna es que no se requiere 

del delicado control de los sistemas de gradiente de eluci6n ni el uso de 

un colector de fracciones o de un analizador automático de aminoácidos • ya 

que la resoluci6n en columna es mucho mejor (73). 
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4, 1.1.3 CROHATOORAFIA DE CAPA FINA. 

La mayor parte de los estudios sobre la bioquimica de las poliBC1inas se han 

basado en el uso de técnicas de separac16n tales como cromatogrlifia de ce

pa fina, cromatografía en papel o elcctroforésis • Sin embargo, desde 

1973, no ha habido un progreso real en este tipo de separaciones, aún cuan

do se han implementado placas de alta presión en capa fina, ya que se han 

desarrollado muchos métodos automatizados mas sensibles (74), 

La principal dificultad que se presenta al aplicar la cromatografla en Jll!. 

pel y en capa fina en el an6liais de poliaminas, es la elevada polaridad 

de estos compuestos, que hace particularmente dificil su aislamiento de so

luciones acuosas que contengan sales, adem&s de que estas aminas y los ami

noácidos migran paralelamente, por lo que se requieren separaciones exh&us

tivaa que no ea posible obtener por desarrollo unidi,..,nsional en capa fi

na. La electroforeáis en capa fina es ligeramente mas ventajosa en este a.!. 

pecto, ya que si el pH es adecuado, los aminoácidos neutros permenecen ce.r. 

ca del origen, mientras que los aminoácidos y péptidos básicos, migran ha

cia el cátodo junt~ con las aminas (74), 

Los métodos de cromatografia de capa fina mas empleados, se basan en el i:Jt

todo original descrito por Seiler y Wiechcann en 1967, que consiste en 11 

formaci6n de derivados dansilados de las poliaminas y su separación en pla

cas, seguida de la determinación de su intensidaC <le fluore!>cer1cia{12). 

Este método solo permite la separación de compuestos que reraccionan con 

cloruro de dansilo y que pueden extraerse de soluciones acuosas a pH 13 (53). 
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El método original permite el análisis de poliamina• libres y conjugadas. 

Cuando solo se pretende determinar poliaminas libres> la Única modificación 

es le eliminación de los procesos de hidrblisis. 

La extracción de las muestras se hace po1· lo general con ácido perclórico 

que asciende por Jo placa y no interfiere con la deteniinación (75) o bien 

con alcohol isoaml.lico (53). 

La extracción de las poliaminas ya dansiladas se realiza con éter (53), be.!!. 

ceno (76) o tolueno (77), A menudo se prefiere este Último porque evita la 

migración de los dansilamida1 y facilita la aplicación de puntos pequefio• 

(12). 

Los derivados dsnsilados se redisuelven en cloroformo J se aplica 0, Jml de 

esta disolución a la placa sin tocarla, de preferencia con una micropipeta 

(12), todo esto con el fin de asegurar un• calibración normal y una buena 

reproducibilidod, 

El tipo de placa mas empleado es al de Silica Gel G-60 con un espesor de 200 

a 250 _.,. o de Alúaina G, 

El sistema de solventes empleado depende del tipo de placa y del c<>111puesto 

que se desee cuantificar , ya que por ejemplo, con un sistema de dio1ano

ócido acético-cloro[ormo , no se obtiene una separación adecuada de putresci 

na y amoniaco a menos que la muestra se someta a un tl'atamiento con ureasa. 

Con un sistema de dioxano-cloroíormo en cambio. se obtiene una clara seper!, 

ción pero este mis1Uo sist"""' no se recomienda para el análisis de espermina 

porque no es bien apreciable su separacibn (53). El método de Seiler y Wiecl! 
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mann no permite una separaci6n satisfactoria de la DNS-espermina de otros 

productos de le donsihci6n c.-· la DNS-prolina, empleando collO sol vente una 

mezcla de cloroformo-trimetilamina (5 : 1) (25), 

Algunos sistemas de solventes que son usados comunmente en la separaci6n d9 

poliaminas, se presentan en la tabla 4.1. 

TABLA 4,1 

SISTDIA DE SOLVElm!S PROPORCIONBS REF, 

lorofort>o-Tolueno-Trimetilacino (60:28:12) 

1 

28 ! 
lorofonio-Hetanol 281-boniaco (2:2:1) 78 i 
tilacetato-Ciclohexano (2:3)o(l :2) 

"·"·l ioxano-Ac .ac,tico-Clorofor110 (2:1 :97) 53 

ietilén glicol monoetiléter-Ac.-

1 

1 ropi6nico-Agua (14:3:3) 74 

loro!ono-Trietilailloa (5:1) 12 

\ rietanolaaina-1 aopropanol (1 :4) 5 

IDIHENSIO!iAL: 

1 1 ricloroetileno-Metanol (19:1) 1 

j loroformo-Trietilnmina (10:1) 1 77,80 ! 
1 ! 1 

En la fia. 4.3, se observa una aeparaci6n cromatoar,fica de derivado• danai-

lados de las poliaminas en un paciente sano y uno con cAncer uroepitelial en 

plecas de sUica gel y una mezcla de cloroformo-trietiluina cpmo solvente(l2), 

El desarrollo crot:\8togr&fico se detiene cuando el solvente est' a 5 am del ex

tremo superior de la placa {aproximadBl1lente <il m), 
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Fi¡. 4.3 Separaci6n cromatográfica de los derivados dansilados de 

Putrescine. Espermidina y Espermina contenidos en la orina de 1 a) Una 

mujer normal y ~) Un paciente con cáncer uroepitelial. 

Separación en placas de Silica Gel 60 con Cloroformo-irietilamina (5:1) 

(12). 
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Para aumentar y estabilizar la fluorescencia de los derivados dc.nsilsdos, 

se sugiere rociar lo placa con 10 mlde Trietanollllllina-Propnnol 2 (l :4) en 

aerosol (12). Para este ciswo fin, se recomienda secar las placas a ved.o 

durante 16 hr en un desecador que contenga sulfato de calcio anhidro; de C.! 

te wodo 1 se elimina el agua y otras sustancias volátiles responsables de 

cierta extinción de la fluorescencia (76), 

La detecci6n de lns manchas puede hacerse con luz ultravioleta a Y:h m (25} 

y revelando con ninhidrina o rociando con fluorescamina u OFA. Cuando se 

emplean estos dos Últimos reactivos 1 se observa un exceso de fluorescencia 

de fondo y bajos rendimientos en los derivados fluorescentes; para mejorar 

los rendimientos, se ha ideado una modificación en la que las placas se S,!!. 

mergcn en un tanque de fluorescBtlina, lo que reduce considerobleaente la 

fluorescencia de fondo (74). 

Después de la detecci6n, puede procederse a un raspado de la mancha y ex

traccibn con etanol seguida de una determinación espectroíotoíluorométrica 

a 33l rm de excitaci6n y 500 ""' para la emisi6n. O bien, puedo hacerse una 

delerciinaci6n directa de la fluorescencia in situ, evitando el raspado y 

por lo tanto, posibles pérdidas (76). 

Cuando se trata de muestras radiactivas,se extraen sisuiendo el procedil:!lie.n. 

to anterior y se analizan en el espectrofot6mctro de centelleo (5). 

En 1981 1 Bard6cz emplc6 placas de intercambio iónico en capa fina con un sol 

vente de fosfato ácido de potasio y cloruro de sodio para separar las po

liaminas, complecentando con un sisteoa videodensitoci&trico para la cuan-
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tificaci6n con una sensibilidad de 0.1 mDl (75). 

Para la identif!caci6n de las dansilpoliam!nas separadas por cromatografía 

de capa fina, la espectrometria de casas, es el método mas apropiado, ye 

que proporciona informaci6n adicional sobre la presencia y tipo de otros co,m 

puestos que hayan sido separados por la cromatografla (77). 

Muchos métodos proporcionan separaciones satisfactorias de les diaminas 

y polio.minas mas comunes: Ptrr, CAD, FSH )' ESO. Sin embargo, son pocos los 

que consiguen separar. las poliaminas menos usual es como : sym-norespermidina, 

sym-homoespermidina, sym-norespcrmina, termoespermina, canavalo.mina y cald.2, 

pentooina. Con este fin, se ha reportado un método de cromatograf!a en ca

pe fine que mediante un sistema de solventes de N-butanol-Ac. oc6tico-Piri

d!na-Formaldehido (3:3:2:1), logra la separnci6n de estas poliaminas poco 

comunes (81), 

La tabla 4.2 muestra algunos valores de Rí para diaminas y polinminas en 

tres diferentes sistemas de solventes. 
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TABLA 4.2 

VALORES DE Rf PARA ALGUNAS DIAMINAS Y POLIAMINAS 

ESTRUCWRA 
sistaiaA 

"'JI C<Jlil4tfl:2 ( futns:lna) 0.43 

11-)' COl.¿l5tfl:2 (o.Javenm) 0.49 

112NCCH2)3NH(CH2)3NH2 (Sl"H'>fl'al) 0.15 

Hf Cffiil:¡lll (O!.¿) 4 NH 2 (ESJl'!llrldim) 0,18 

H2N(CH2)3NH(CH2) 5HH2 (Aa!ropropil-0.J) 0.22 

H2N(CH2l4HH(CH2l4HH2 (S)l!rlumFai) 0.20 

ESTRUCTURA sistam A 

ffi1CCll2)3NH(CH2l3NH(CH2l3HH2(s¡m-rorfa¡i) 0,04 

H2N(CH2 )3NH(CH2) 4NH(CH2) 3NH2 (Espermlno) O ,06 

112N(CH2J3NH(CH2) 3NH(CH2) 4NH2(Temr.Fau) 0,07 

H2N(CH2l ~NH(CH2) 3NH(Cll2) 4NH2 (0.-.."'1m!m) 0,07 

Rf 
sistalB B 

0.62 

0,58 

0,67 

o.so 

0.43 

0.52 

slstam B 

0,27 

0.26 

0,40 

0.34 

SÍBtlll8 e 

0.13 

0.17 

O.!B 

0.22 

SISTFliA A : Placas de S!lica Gel 60F-254. Solvente:N-butanol-Ac. acético-P!. 

ridina-Agua (3:3:2:1) 

SISTEMA B .: Placas de Sí U ca Gel 60F-254. Solvente: N-butanol-Ac .acético

Piridina-Formaldehldo ( 3: 3: 2: 1) 

SISTEMA C : Placas de Celulosa, Solvente: Isopropanol-Ac, clorhídrico conc-

Agua (8:3:2) (81). 
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4,1,!.4 CROHATOGRAFIA LIQUIDA DE A~TA PRESION. 

La cromatografía liquida de alta presión, de alta velocidad o croroatogre!in 

liquide moderna (CL-AP), ha surgido como un perfeccionamiento de la croma

tografia liquida. Consiste en hacer fluir la fase móvil a través de una C.Q. 

lumna muy delgada mediante Ja propulsi6n ejercida por una bomba (69,82), 

En la fig. 4 .4 se esquematizan las partes principales de un cromat6grafo de 

alta presión. 

[f 
C,.OMATOQlllAMA 

l'iYICTOA 

·····~ 

FIG. 4,4, CROMATOGRAFO DE ALTA PRESION (69), 

La muestra debe introducirse en la columna con la menor altcraci6n del emp!. 

que, pera lo que se emplean inyectores, que además permiten controlar el 

gradiente de solventes, aumentando le reproducibilidnd de las condiciones 

cromatográf!cas (83). 

Por ser una variante de la cromatografla liquido, la alta presión puede a

plicarse a la cromatograí!a de intercambio i6nico o a la cromatograr!a li

quida en fase reversa. 
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Las columnas son casi siempre de acero inoxidable y tienen diámetros inter

nos de 2 a 6 nm: la altura depende del tipo del empaque, si se trata de un 

empaque de tipo pelicular , lo altura típica es de 50 o 100 en y para mate

riales porosos de 10 a 30 en. 

l.os mejores resultados obtenidos para poliaminas, se han obtenido empacan

do las columnas con microparticulas menores a 10,...(69), 

La mayoría de los m~todos de CL-AP reportados para la determinación de pal.!, 

aminas no requieren purificaciones previas, aunque algunos si la especifi-

can ya sea por int<>rcmtio i6nico (9,41,61) o por crolllBtograHa en capa 

fina (84). 

Los sistemas de CL-AP pueden funcionar en fase normal o en !ase reversa. 

Las columnas mas empleadas en fase normal son: Porasil (40), Zipak perma

phase ETH (9),Spherosil c18(44), Bcckman Ultresphere (43), Hicropak CN 10, 

Micropek Al-5 ( 64). 

El sistema de CL-AP en fase reversa permite la determinaci6n directa de P.Q. 

liaminas ,en extractos crudos con buena recuperación y tiempos cortos de 

análisis (15 m) debido a la eliminaci6n de la pre-purificeci6n • Además, no 

se presentan problemas de inestabilidad y no se requieren procesos de re&! 

neraci6n después de cada inyección sino hasta despul!s de unas 100 determi

naciones (17). Las columnas mas empleadas en !ase reversa, son: Brown Lee 

RP-8 (67), Lichrosorb RP-18 (85), Bondapak RP c1a (45,83), Octadecilsilano 

RP C15 (17), Vydec RP (41) y Micropak Si 10 (84), 
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Para la cromatografía de intercambio i6nico de alta presibn, se han empleado 

resinas Hamilton CX8 y 62210 F (86). 

Para hacer mas durables les columnas en algunos sistemas, la fase estaciona

ria se ha unido químicamente al soporte inerte, este tipo de cromatografía 

recibe el nombre de cromatografie de fase ligada. El uso de un gradiente de 

solventes en una columna de fase ligada (Micropak CH 10) permite el análisis 

directo de poliaminos de tejidos evitando la pur1ficaci6n (84). Por lo gen,!!. 

ral se emplean para las columnas de fase ligada hidrocarburos sobre un so

porte de s:!.lica como Octadecilsilano C¡9(69) • 

La cromatografía de pareamiento tbnico de alta presi6n en fase reversa, coa 

bina las ventajas de la cromatograf!a de intercambio iónico y de la fase r,!!. 

versa, haciendo posible el análisis de varias muestras ionizables y también 

se ha reportado en el estudio de poliaminas (43,45,BJ), Esta emplea resina• 

de Bondapak c18 y Acido octancsulíónico o heptanesulfónico como agente de 

percamiento o contraibn para aumentar el carácter lipofllico de le muestra 

y facilitar su retencibn en la columna no polar de fose reversa (8Z). 

La resoluci6n de poliaminas puede obtenersc por gradiente de eluci6n o por 

elucibn !socrática. Aunque el gradiente de eluci6n proporciona una reoolu

ci6n mas rápida, se prefieren los métodos !socráticos por su mayor prec1-

si6n, ya que las alteraciones de la !:!.nea basal y los picos irregulares no 

se prc~e:ntan )' no es necesario reajustar el equilibrio (69). 

La eluci6n isocrática puede usarse si existen diferencias de carácter UpJ!. 

tilico y propiedades de ionizaci6n 'entre los compuestos que se analizan, 
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La excelente configuración de los picos que resultan de una elución isocr! 
0

tica , permite determinaciones muy sensibles (67), No obstante, existen al 

gunas limitantes como el hecho de que le espcrmina no se separe del amoni,! 

ca con un sistema isocrático de acetooa :?% -cloroformo, esto no represento 

ningún problema en muestras tisulares con escaso contenido amoniacal, pero 

si es importante en muestras de orina (40) y además , la ocumulacibn de m,!l 

teriel bio16gico de las muestras en la columna durante la eluci6n isocrá-

tica, en ocasiones requiere lu apl!cacibn de un gradiente (t.4). Este con-

siste en la oplicaci6n de une conccntroci6n mayor del reactivo hasta que la 

línea basal regrese a su lugar (41). 

Los solventes empleados para gradiente de elucibn, son mezclas graduales de 

dos sistemas de solventes que por lo general son: ciclohexano/isopropanol, 

ciclohexono/cloruro de metilo, hexano/amortiguador de sodio en fase normal 

y metanol/ agua en fase reversa (41,61,85), 

Pare la cromatogrefle de parcomiento i6nico en fase reversa se usan sol

ventes polares que consisten en mezclas de acetonitrilo con waortiguado-

res (45,83,87) ( Fig, 4.5), 

En la cluci6n isocráUce de polieminas, se empleen : metanol en concentra

ciones de 70 a 90%, hexano, ciclohexeno/cloruro de metilo/isopropanol (17, 

40,43,61,84). 

La eíicocia de las columnas en fase reversa, aumenta con la temperatura 

por lo que se emplean chaquetas de calentamiento para mantener una tempe

ratura entre 30° y 40° C. 
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FIG, 4.5 

DIAGRAMA ESQUF.MATICO DE UN SISTEMA DE GRADIE!m: 

!, reservorio (75%ecetonitrilo) ¡!, embudo;~llBves:J?., 

vaso mezclador;g, agitador;f,vUvula de presión (60ka 

/cm', flujo 0,6ml/m) ¡Q, regulador;!!, bomba;I,orificio 

de inyección;,[, columna(Zipax P Enl) ;!,chaqueta;.!,,ci!, 

culador de temperatura constante (40°C) ;.M,,grabadora y 

.!!, detector de UV (254 1111), 

!. 25 ml de una soluci6n de acetonitrilo 25% se colocan en el vaso (D) a tr.t 

v6s del embudo (B), 2. La so!uci6n de ecetonitrilo se bombee a la columna, 

3. Cuando el volúmen de bata ha disminuido al ml, se detiene la bomba y se i]t 

yecta la muestra. 4. Se cierra la llave c3 y se abre la c2 para conectar el 

vaso con la sol. de acetonitrilo 75% que se encuentra en(A). Se enciende la 

bomba, 5, Se apaga la bomba cuando termina la separación. 6, Se cierra la 

llave c2 y se abren la C¡ y la c3• El vaso mezclador debe lavarse con acatt, 

nitrilo al 25% antea de la siguiente corrida (-9), 
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Algunos métodos de CL-AP , utilizan estándares internos para disminuir loa 

posibles errores en la preperaci6n de la muestra, en el aparato o en la 

t&cnica. El estándar está estructuralmente relacionado a una cantidad co

nocida de muestra , pero tiene un tiempo de retenci6n diferente (69), 

Loa estándares ma1 comunmente empleado1, son las dilllllinaa1 1,3 di011inopro

pano, 1,4 diaminobutano, 1,5 diaminopentano y 1,6 diaininohexano. 

La cuantificaci6n de poliaminas, tambibn se ha hecho por cromatografia de 

alta presi6n en capa fina. Con este fin, se han uttlizado placas de Sflica 

Gel 60 en ciclohexano/etil acetato (312) que permite una separaci6n limpia 

de las poliallinas, aunque no se ha comprobado que se reduzca el tiempo de 

la separaci6n (86). 

La cr011atograUa liquida de alta presi6n se ha empleado para separar una 

gran variedad de derivados de las polilllllinas: dansiladoa (45,86), dansi

lados monoacetilados (61,84), dabsiladoa (68), benzoilados (17 ,67). tos!. 

lados (9) y derivados fluorescentes de OFA (43,44,83) o de fluoresc&11ina 

(41,85). 
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4. l. 2 CROMATOGRAFIA DE GAS, 

Le secuencia de la seporacibn cromatogréfica es como sigue: 1) Aislamiento 

de las poliaminas con una columna de intercambio i6nico; 2) conversi6n de 

las poliaminas a un derivado volátil; 3) la mueatra que contiene las poli 

aminas, se inyecta en un bloque de f&lentamiento donde se vaporiza insta.n. 

táneamente y se arrastre como vapor por medio de un gos acarreador hacia 

la entrada de la columna; 4) las poliaminea, ae adsorben en la íase esta .. 

cionaria de la columna y después son desprendidas al hacer pasar gas aca

rreador puro; 5) las poliaminas se eluyen sucesivamente en orden creciente 

de sus coeficientes de partición y entran a un detector conectado a la B!. 

lida de la columna (88) 1 Estos detectores pueden ser de varios tipos: 

celdas de ~onductividad t&rmica, detectores de ionizacibn de flama o bien 

detectores por captura de electrones, siendo este último tipo, el mas sen. 

si ble, 

Los cromat6grafos de gas, pueden acoplarse a un espectr6metro de masas 

para identificaciones mas precisas. Estos dos aparatos permiten también 

efectuar cuantificaciones por 11Selecci6n i6nica monitorizadaº (SIH), que 

mide continuamente la corr:iente i6nica en determinadas relaciones de nasa/ 

carga de los iones caracteristicos de cada compuesto. Este método Jla aido 

aplicado al análisis de poliaminas con una aensibilidod muy alta (100 r mol 
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para lss dieminas y 1 pmol pera las poliaminas) (30,38), 

4.1.2.1. FORMACION DE DERIVADOS PARA CROHATOGRAFIA DE GAS. 

Aunque la cromatografía de gas est& limitada • materiales voliltiles, la di.!!. 

ponibilidad de cromat6grafos que operan a temperaturas hasta de 4SO'C y Ja 

posibilidad de convertir las poliaminos en derivados volhiles, ampl!an la 

aplicaci6n de este ..!todo al análisis de pol!aminas. Se han empleado una 

gran variedad de derivados de éstas, principalmente, derivados de trifluor.Q. 

acetilo (2, 14 ,38,39,89), de trilnetilsilicio(29,38), de pentafluoropropionl 

lo (19,32,90),. de N-butiloxicarbonilo (31), de etiloxicarbonilo (18), y de 

N-permetilo (39), 

Los resultados obtenidos de estudios de Cromatografía de gas-Espectrometda 

de masas (CG-EM), demuestran que todos los grupos amino primario• 1 secun

darios, son sustituidos por los grupos formadores de derivados (tabla 4. 3). 

Los derivados de trifluoroacetilo (TrA) presentan un amplio rango de volatl 

lidad, por lo que sa requiore de una temperatura programada de 120'C a 300'C 

durante 15m. El espectro de las poliaminas trifluoroacetiladas generalmente 

presenta muchos rearreglos y fra9mentaciones; loe iones formados, son fBc.il 

1nente seguidos por selección i6nica monitorizoda (38). 

La trifluoroacctilacibn, genera ácido trifluoroacético que catoliza la lib.!. 

ración de los grupos acetilo de les acctil-poliarninas , por lo tanto, si ª.2 

lo· se de-sea determinar poliaminas libres, se debe agregar carbonato de so

dio anhidro que mantenga la integridad de las acetil poliaminas (38),La 

reacción con trimetil silicio no altera los grupos acetilo (28), 
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TABLA 4, 3 

PRINCIPALES DERIVADOS DE LAS POLIAHINAS PARA CROMATOGRAFIA DE GAS 

NOMBRE 

TFA espermidina 

THS espemidina 

PFP espermidina 

EOC espermidina 

espermidina N-permetilada 

N-isoBOC espermidina 

ESTRUCTURA 

O O.C-CF3 i 
CFr~-NH-(CH2 ) 3-~-(Cll2) 4 -Nll-C-CF3 

s1c3119 
c3H9Si-NH-(CH2) 3-A-( Cff 2) 4 -NH-S1C3H9 

p 01'-C2H5 8 
C2H5-oll-NH-( Cff 2 )3-N-(Cff 2 )4-NH-CO-C2H5 

g O"<¡-OC4H9 ~ 
C4H9-0C-Nil-(CH2 ) 3-N-(CH2 )4-NH-~0-C4H9 
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Algunos autores consideran poco prácticos los derivados de Tricloroacético 

y de Trimetilsilicio ('l1'!S), ya que los reactivos anhídrido tricloroacético 

y cloruro de trimetilsilicio son costosos y deben manejarse con precauciones 

especiales por su elevada reactividad con la humedad del aire¡ además, la 

formaci6n del derivado, provoca un gran aumento .en el peso molecular e in

troduce enlaces polares que disminuyen la volatilidad. 

Para evitar cualquier pérdida por la hucedsd del eire, se prefiere una de

rivación directa en agua, seguida de una extracción selectiva con un salven. 

te orgánico apropiado para cromatogrofÍa de gas, por ejemplo, los derivados 

N-permetilados, pueden extraerse fácilmente con una solución básica fuerte. 

Estos derivados presenten una separación clara de homóloaos, tiempos de re

tención cortos y picos muy simétricos casi con cualquier fase estacionaria 

por lo que son muy apropiados para la cromatografía de gaa (39), 

Los derivados de Etll-oxlcarbonilo y los de pentafluoropropionllo son esta

bles si se conservan en solución de etil acetato sobre sulfato de sodio 

anhidro por tres semanas (18) y cuatro meses respeclivamente (19). En cambio 

los derivados de N-isobutiloxicarbonilo son muy estables a la humedad y no 

requieren ninguna precaución para evitar su descomposición durante el man.!, 

jo y almacenamiento (81), 

. El exceso de agente formador de derivados, se debe eliminar siempre con una 

corriente de nitrógeno. 

4.1.2.2 ESTANDARES INTERNOS. 

Por lo general, todos los métodos de cromatografía de gas, emplean estánda-
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res internos, ya que se requieren cantidades muy pequeños de poliamines, 

lo que agudiza problemas como odsorc16n al vidrio (particularmente la esper. 

mine) y otros moterieles , osi como le alteraci6n por enzimas o bacterias 

(28). 

El estándar debe ser un compuesto con propiedades f!sicos y químicas igua

les a las del compuesto a analizar/ lo que asegura la detecci6n de las dife

rencias que puedan presentarse en la extracc.i6n, derivaci6n y desarrollo erg, 

matogrAfico. 

Daves ¡• col. sel. como Smtth y col., coinciden en señalar que un is6topo sn!, 

logo marcado radioectivamcmte, es un estándar ideal, ya que su comportamien. 

to es idéntico al del compuesto analizado, adeMS de que pueden prepararse 

estándares poro cada una de las poliaminas (38). Por otro lado, las bandas 

correspondientes a muestras muy pequeñas, se deterioran rápidamente ; agrg 

gondo análogos deuterados, se eleva el nivel letal de cada poliamina, aume.n. 

tándose la sensibilidad de ls dctecci6n (28). 

Se han preparado estándares deuterados de gran pureza isotópica por deuter_! 

ci6n cataU.tica, según le siguiente reaccibn: 

R-C.:N ~ ~ R-CD2~H2 • HCl (38) 
DCl/D20 

14 
También se usan como estándares internos poliaminas marcadas con C (32), 

1-8 diamino-octano (18,31), hexanodiamina (19). O-anfetamina para PIJT y CAD 

y benzoanfctamina para ESO y ESM (52). Ninguno de éstes a excepci6n de los 

análogos de 
14

c reaccionan en forma idéntica a las polinuinas, pero se se

paran bien de óstas (aparecen en el espectro en una regi6n libre de interf~ 

rencia) y poseen lo funcionalidad del grupo amino (IS), 

58 



4. l. 2 .3 CONDICIONES GENERALES PARA LA CROHATOGRAFIA DE GAS. 

La cromatograf!a de gas requiere una conccntraci6n y purificacibn previo 

de la muestra, misma que en la mayada de los casos se consigue por crOUJ!. 

togrefia de intercambio i6nico. Si no se efectúa este paso, a menudo se 

observa una acumuiaci6n y dep6si to de sustancias estreñas en el punto do 

inyección, que con el uso continuo pueden degradar algunos de los compue_! 

tos derivados, sdem&s de propiciar la aparid6n de picos no identificados 

y de este modo, la cuantificnci6n se hace casi imposible (19,31). 

Las columnas empleadas en el análisis de poliaminas, se empacan con una 

gran variedad de soportes y !ases liquidas, ya que su uso depende de la V!!. 

Inlilidad de los derivados. 

Los derivados con valores bajos de volatilidad COllO la WC-espermina nd se 

eloyen facilmente de fases liquidas muy polares COllO SP-1000 y POLY-A IOlA 

aún con temperaturas programadas. Por otro lado, si se eaplean fases Hqu! 

das menos polo res como SE-30 y OV-17, los derivados de tlJC •uestran una 

tendencia a producir picos en uno forma poco definida, por lo que en este 

ceso la solución consiste en usar una fase liquida que contiene 1.S% de 

SE-30 y 0,3% de SP-1000, 

Tambilm se ha sugerido que une silanización del soporte, contribuye a la 

elución cuantitativa de la espermine al aumentar su adsorción a la colum

na (18), 

La tabla 4. 4 presenta los soportes y fases liquidas mas empleado• en el !!. 

nálisis de poliaminas por cromatograf!a de gas. 
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TABLA 4,4 

SOPORTES Y FASF.S LIQUIDAS HAS EMPLEADAS EN EL ANALISIS 

DE POLIAMINAS POR ce 

DERIVADO SOPORTE FASE LIQUIDA SENSIBILlDAD REF 

TFA Gis ORM Q 100/J.al OV-17 3% 1 pmol 38 

THS OlIUID!llll"b ¡;¡¡p OV-17 3% 1 pmol 28 

TFA (}lnllDlJrb IRl/100 SE-30 3% n.r. 14 

TFA 01IUlllOOl'b Sifll/100 OV-17 8% n.r. 89 

PFP Gos Oum Q 100/l!l OV-225 3% 1 pmol 19,32 

PFP Cliraiu>Jrb \ollP 8)/100 OV-17 3% n.r. 90 

N-BOC Ges Cl1IlJll p 00/100 $-ll ¡,si.¡¡> l!lll 0.3' 1 mal 31 

$-ll !:- g> IClll 0.5' n.r. 31 

EOC lhl¡ut 11' Si lE-ll 1.~ 1cro o.n 12,Snmol 18 

NPH Ouuimorb 11 8'.1/100 Vermmd qx¡ st- llll 5' n.r. 39 

OV-17 ó .3% n.r. 39 

Onl>:Mi>< ll M lat n.r. 39 

SE-52.5% n. r. 39 

Libres VIDRIO 60/80 OnbcM!x Jm-Zli !Jll IJ: n.r, 52 
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A pesar de que la cromatografia de las poliar:iinas como bases libres prcscn00 

ta muchas dificultades tales como una absorci6n muy fuerte a la columna, e!!. 

casa volatilidad, presencia de colas, espectros dudosos, dificultad de tren,! 

ferencia a solventes orgánicos debida a una excesiva hidrofilidad,outorea c!br!o 

Beninoti y col. han reportado un método que coplea palia.minas sin derivar 

con una buena sensibilidad y con resultados reproducibles (52), 

La temperatura es una variable muy importante en la cromotografia de gas. 

Normalmente se emplea un sistema de temperatura controlada y programada en 

un rengo de 150° a JOO'C pare posibilitar el análisis simultáneo de les P.!!. 

liaminas a pesar de sus amplios rangos de volatilidad (32). 

La tabla 4, 5 presenta las temperaturas de eluci6n de algunos derivados de 

pentafluoroprop!onilo en una fase liquida de OV-225(32). 

TABLA 4.5 

TFJ'IPERATURAS DE ELUCION DE LOS DERIVADOS DE PFP DE LAS POLIAMINAS EN OV-225 

COMPUESTO TEMPERATURA ('C) 

Putrescina 163 

Cadaverine 168 

1-6 O!aminohexano 172 

1-8 Diaminooctdno 183 

Espermidina 214 

Espcrmino 250 

(32). 
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En cuanto al gas portador, el mas empleado es el Nitrógeno, en flujos que 

varían entre 30 ml/m y !ll ml/ m. 

Cuando le detccci6n se hace con espectr6metro de masas, el Nitrógeno, se 

sustituye por Helio con un flujo entre 30 ml/m y SOml/111 (39,90). 

La figura 4.6 ~uestra el espectro producido por impacto e!ectr6nico·del de-

rivado triíluoroacetilado de la espermina previamente separado en una colum-

na empacada con OV-17 al 3% sobre Chromosorb 11-llP con un gradiente de tem

peratura de 120°C a 300°C (29). 

FIG. 4.6 

ESPECTRO DE NASAS DE LA ESPERmNA 

•oo 

• • e 
• .90 

z 
! 

' ~I 

-~· 
(29) 
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CAPITULO V • METODOS ENZIMATICOS, 

5 .1 GENERALIDADFS. 

Con el término análisis enzimático, se entiende el tipo de análisis efectuJ!. 

do con ayuda de enzimas. La mayor ventaja de las enzimas en este aspecto, es 

su capacidad para reaccionar especificamente con determinados cociponcntes 

de una mezcla. Esto reduce considerableraente las separaciones laboriosas r 

por ende, el tiempo de anUisis. Además, la cantidad de sustrato(muestra) rJ!. 

querido para el análisis es mur pequeña. 

Xo obstante, el uso de enzimas tiene ciertas limitantes, La confiabilidad, 

depende de un control meticuloso de las condiciones de análisis. La presen

cia de contaminantes puede inhibir las reacciones catalizedas por enzimas, 

por lo que la pureza de la preparacibn es crucial. La inestabilidad de las 

enzimas puede limitar su uso, pero esto no ocurre si se empleen las condi

ciones apropiadas (91), 

La concentraci6n de una sustancia que reacciona con una enzima, seneralmen

te se deteroina por los métodos de "punto final 11
, que consisten en determi

ne.r el producto de une reacci6n enzimhtica formado estcquiométricamente a 

partir del compuesto a analizar. 

La determinación puede hacerse por análisis fisicoquimico o enzimático del 

producto o bien del sustrato residual después de que se ho completado la 

reacción enzimática (92). 

En algunos casos la determinación es auxiliada por una reacción secundaria 

con algún colorante o compuesto que origine una reacción facilmente cuanti

ficable, esta reacci6n recibe el nombre de reaccibn jndicadora (91). 
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l..os procedimientos enzimáticos para la determlnaci6n de polia,,ir.as, se basan 

principalmente en los productos de oxidación que se forman por la acción de 

enzimas sobre las poliaminss, que sirven como base para ensayos c::oloricétr.1 

cos, fluorom&t.ricos o de luminiscencia. 

5,2 OX!DAC!ON ENZIMATICA DE POLIAMINAS. 

La oxidaci6n de poliaminas por di\•ersas amino oxidssas. es un cecanismo de 

bio¿•gradaci6n de éstas y los productos de reacci6n difieren dependiendo de 

la enzima que actúe y de su procedencia. 

Putrescina )' Cadaverina son oxidadas pot la amino oxidasa (E.C. 1.4.3.6.) a 

ácido·raminobutlrico. 

La amino oxidasa o espermina oxidasa, cataliza la formación de ic:inooldehi

dos a partir de espermidina y espermina. 

La espermidina oxidase cataliza la formación de f:,.l pirrolin1. 

La poliamina oxidasa, catoliza varias intercon\'ersiones de las poliaminas: 

la espermina, es convertida a esperoidina !' aminopropionsldeh!do (con form!_ 

ción de H202), mientras que la espermidina es convertida a putreocina )' ami 

noprapionaldehldo (6). 

El primer mhtodo enzimático para determinar poliaminns bas&ndose en sus prg 

duetos de oxidación fue reportado por Bachrech en 1963 y se funda:enta en 

la formación de ti pirroline por acci6n de espermidina oxidasa de ~ 

marcescens sobre espermidina. 

La oxidación enzimática de espermidina, procede de acuerdo con la siguiente 
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reacci6n: 

ESPERMIDINA 41 pirrolina (23) 

La Lt1 pirrolina formada, se deterr.iina colorimétricamente con o-~inobenzal

deh{do por medio de la siguiente reacci6n indicadora: 

+ 

41 pirrolina o-8"inobenzaldehido 2,3-trioetilcno-J ,2-dihidro-
quinozolio (amarillo) (23) 

Lo desventaja de este mhtodo es que de todas las diamina• y polillJllinaa pr,g_ 

hadas, solo le espennidina produce un compuesto que reacciona suficientcme.tt 

te con o-aminobcnzaldeh{do, además de que no es m~y sensible ( JJ moles) (23), 

Otro método, se basa en la formaci6n de iminoaldehidos por una amino oxid!, 

sa s~rica o plásmica. Estos son analizados por reacción colorini6trlca con h.!. 

drocloruro de N-metil-2 benzotiazolona hidrazona. 

El proceso se esquematiza en las siguientes reeccione111 
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Reacci6n 
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2 
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o 
' 

ESPERMIDINA 

f-(CH2)2NH(CH2)4NH2 t NH3 t H202 
H 

Reacci6n II 

N-Metil Benzotiazolona 
M:. 
~·N-NH2 

(O) u+ 

o • t R-C 
1 
H 

N <"'N ••• + 

( 

<¡H3 ~3 ) 

~ ")-~N-NwCR~N·~...C '11) 
~s.? "-gJ.::.;.) 

Cati6n Azul 

Este método es bastante rafiido, yo que no es necesario purificar la amino

oxidesa sérica, se puede emplear el suero de bovino directamente e incubar 

duranto 4 h a 37ºC. No obstante, si se recomienda purificar la muestra por 
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intercambio i6nico para elioinar aldehidos que puedan interferir. 

Por este mbtodo, se obtiene un valor combinado para ESD y F.sH ya que se ox.!, 

dan ambas. La sensibilidad de este método es de micrOGJoles (24), 

Matsumoto, pul"ific6 una diamino oxidesa de placenta humana que actúa exclu

sivamente sobre PUT y CAD y determin6 el per6xldo de hidr6geno formado fluJl. 

rociétric&J:lente por medio de una reacci6n en la que se convierte ácido homo

vainillico a un compuesto altamente fluorescente en presencia de per6xido 

de hidr6geno, la sensibilidad alcanzada por este mhtodo es de lnmol en mue!. 

tras de ori~a (93), 

5,3 CUANTIFICACION POR OXlDACION CON UNA AMINO OXIDASA DE FRIJOL DE SOYA. 

Hatsumoto en 1981, efectu6 la cuantificaci6n de pollaminas en orin'\ median

te la oxidaci6n con una amino oxidase de frijol de s~ya. Esta .. ino oxidase 

es activa sobre PUT, CAD, F.sD y ESH y presenta elevadas actividades y valo

res muy bajos de Km para cada amina. 

La oxidaci6n produce perbxido de hidrbgeno, que se cuantifica espectrofolo-

métricamente a ~ 1tn por reacci6n de 4 aminoantipirina con fenal, en pre

sencia de per6xido, 

Todas las poliaminas, generan l mol de u2o2 a excepcibn de la espermina,que 

genera 2 moles. Debido o lo anterior, la cantidad de di aminas y poliaminas 

obtenida es solo una aproxiciación. La sensibilidad de este método es de 

10 nmoles. 
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La amino oxidase de frijol de soya, es la única enzima puede determinar s.!. 

multáneamente diaminas y poliaminas, ya que varias amino oxidases son ac

tivas sobre diaminas pero no sobre poliaoinas, tal es el caso de las omino 

oxidases de riñ6n de cerdo y de placenta humana. Por otro lado, las amino 

oxidases de suero de buey, cebado, chícharo y avena, permiten determ'inar 

poliaminas pero no permiten la determinaci6n de diaminas (94). 

Fagerstrom en 1984, emple6 la misma amino oxidasa de frijol de soya en la 

cuantificaci6n de poliaminas, pero cuantificó el peróxido de hidr6geno pr2 

ducido haci&ndolo reaccionar con luminol. Este método alcanza una sensibi

lidad de 5 pmoles (47), 

5.3.l PREPARACION DE LA ENZIMA DE FRIJOL DE SOYA. 

El frijol de soya, se deja germinar sobre heno húmedo a 20°C durante 6 6 7 

d{as en la obscuridad, después de lo cual ,se lavo con agua, se homogcniz11 

J se filtra¡ el fluido restante, se satura al 45% con sulfato de aconio )' 

se centrifuga, 

El precipitado se disuelve en 7 volúmenes de amortiguador de fosfatos O.lH 

(pH 7 ,8) y se dializa contra 50 volúmenes de la misma soluci6n amortigua

dora. Se centrifuga para eliminar el precipitado ipactivo. 

El sobrenadante, se usa para el análisis con una actividad de J .5 e 2pmol/ 

ro mi O.OS mlcon lmM de putrescina como sustrato. 

Para hacer la preparación mas estable, se puede liofilizar consiguiendo de 

esta forma una conservación de 2 meses a -20°C o bien, puede conservarse 

como precipitado de sulfato de amonio a 4'C (94). 

68 



5.3,2 DETERHINACION DE DIAMINAS Y POLIAMINAS EN MUESTRAS DE ORINA. 

' 
Una aUcuota de 12,5 ml de orina y 2.5 ml de HCl concentrado, se colocan en 

un tubo y se calientan a JOO'C por 6 h en baño de aceite para hidrolizar las 

poliaminas conjugadas. 

Se afora el volúmen a 15 mi con agua destilada y se centrifuga a 1 500 X g 

durante JO m , 

Se toman 12 mi del sobrenadante y se ajustan a pH 5-7 con NaOH SN y se afora 

a 50 mi con agua destilada. Esta soluci6n, se aplica a una columna de Amberli 

ta CG-50 empacada en una jeringa desechable de 3 mi, 

La columna se lava con 15 mi de agua deati!ada y con 3 ml de HCl 0.5N. 

Las aminas se eluyen con JO mi de HCl 0,5N. 

Se toma l 1nl. de le solución eluida como aHcuota pera el ensayo. 

La mezcla de reacci6n que es de h 65 mi, consiste en: 

- 0.6 mi de amortiguador TRIS 1 .OH 

- O.OS ml de amino oxidasa de soya 

- O.OS mi de 4-aminoantipirina ( 4 .Wml) 

- o.a; mi de íenol ( o.s mi v/v) 

- 1 ml de soluci6n de diaminas o poliaminas 

en 0,25 N llCL (pH 8) 

Se incube la mezcle durante une hora a J7°C )' el color rojo desarrollado 

se determina en un ~troíot61:1etro a 505 mu. 
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.r, 

El cálculo, se hace como sigue: 

Donde: 

0.1 (D.O.m-D.O. bm)" X 24h vol(ml) 

D,0,c - D,O. be 

D.O. m Es la densidad óptica de la muestra. 

D.O. bm Es la densidad óptica del blanco de la mucstra,que di 

fiere de lo muestra en que 0.05 ml de agua se adicionan 

a la mezcla de incubación en Jugar de la solución de 

fenol. 

D.O. e Es la densidad 6ptka del est&ndar externo , que con

siste en 100 nml de PIJI' adicionada a la mezcla en l u

gar de la muestra. 

D.O. be Es la densidad óptica del blanco del estándar, deter

minado adicionando l ml de agua destilada en lugar de 

la solución de PIIT (94). 

En la figura 5.1 se presentan las curvas estándar para diBlllinas y pol18llli

nas. 

En la figura 5.2 , se muestran las cantidades de diaminas y polinminas en

contradas después de una intervenci6n quirúrgica en pacientes con cáncer 

de estómago. Se observa claramente una tendencia a disminuir despu~s de 

la cirugía. Este ejemplo muestra la utilidad de este ensayo como un mere!, 

dar bioqulmico de la actividad del cáncer. 
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5,4 METOOOS ENZIHATICOS QUE EMPLEAN REACCIONES CONJUGADAS, 

Kubota y col., desarrollaron un ensayo enzimático simple para determinar 

poliaainas urinarias,mcdiante dos reacciones enzimAticas. 

En la primera rcacci6n, se hidrolizan las poliaminas conjugadas con la cn

zir.ia acilpoliamina amidohidrolasa¡ de este modo se evita el proceso de hi

drólisis tan largo que requieren les muestras de orina. 

En la segunda reacci6n, se adicione otra enzima, una putrescina oxidase es

pecifica para PUT, ESD y CAD, que forma per6xido de hidr6geno cuantificable 

espectrofotombtricamente a 514 nm (95). 

La acilpoliamine amidohidrolasa, se obtiene de Streptomyces avellaneus R-20 

mientras que la putrescine oxidase, se extrae de Micrococus ~· 

Este mbtodo es simple, rápido y aplicable al análisis de rutina ya que se 

pueden realizar hasta 100 determinaciones en 3 h y es tan sensible coco la 

cromatografía liquida de alta prcsi6n (fig, 5,3), 

Lo Única desventaja de este método, es que no determina los niveles indi

viduales de poliaminas, sino el total de PUT 1 C,\D y ESO, No obstante 1 se 

_detecta cualquier elevaci6n de poliaminas totales en orina. 
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CAPITULO VI. METOOOS lh'HUNOl..OGJCOS, 

Los Primeros estudios inmunológicos de poliaminas, se efectuaron en 1960 

por Quash y Wllson en la búsqueda de técnicas sensibles y especificas que 

emplearan \'olúciencs pequeños de muestra y pudieran efectuarse directamente 

sobre material biolbgico. Estos investigadores, unieron espermina o lisozi-

, tila por reacción de diazotizaci6n y emplearon este coraplejo, al que llamaron 

'']isozirna esperminada" para inmunizar ciertos animales. El antisucro asi 

forcado fue destinado a estudios de tejidos tisulares o para efectuar deter. 

rntnactoncs inmunoelectroforéticas de poliaminas en suero hUZ1eno, no obstan

te, la rcacti\'idad cruzada del antisuero con \'arias poliaminas hace dificil 

obtener medidas analiticas precisas (34), 

Se han utilizado esferas de látex e fin de secuestrar poliaminas y compro

bar su existencia en diferentes sitios celulares ( 35) o para inmovilizar 

anticuerpos antipoliaminicos por aglutinacibn en presencia de poliaminae 

y posibilitan la cuantificaci6n de hstas (48,96), 

La tecnología anaHtica de poli:aminas, se ha visto rauy reíorzode por lo prB., 

ducci6n de anticuerpos y su determinacibn por métodos nefelométricos. 

Los métodos neíclométricos constituyen una alternativa muy valiosa en pai

ses en desarrollo en donde la inversión en equipo de centelleo e isbtopos 

de poliaminas, seria pr6cticamente imposible (97), 

6, I ACARREADORES flOLF.CUl.ARF.S, 

Para lograr que moléculas ten pequeñas como las poliaminas provoquen una re!. 
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.. 
puesta inmune. es necesario que éstas formen parte de una molécula comple-

ja mas grande. Para esto, se han empleado diversas proteínas, principalmente 

seroalbúmina bovina (SAB), ovoalbúmina, tiroglobulina (T¡¡), hemocianina o al 

gunos polímeros de aminoácidos como el ácido poli-L-glut&mico (PLG) o poli

L-lisine (PLL). 

Las poliaminas poseen grupos amino primarios que pueden conjugarse mediante 

una reacción carbodiimida con los grupos carboxilo del acarreador. 

Debido a la alta solubilidad de las poliaminas en agua, la reacción de con

jugación se efectúa por lo general en medio acuoso. 

El hapteno es le porte de la molécula antigénica que confiere especificidad 

a ésta. La relac!6n hapteno/acarreador altera la potencia del antígeno y pu~ 

de modificarse cambiando la concentración de los compuestos reactivos, el pH 

del medio, el tiempo de reacción y le temperatura. 

Los acarreadores moleculares difieren en peso molecular y en el número de 

grupos carbo>oilo disponibles para reaccionar con los grupos amino de los P.Q. 

liaminas (tabla 6.1), 

PROPIEDAD 

PESO MOLECl'LAR 

COOH LIBRES (aprox.) 

TABLA 6.1 

ACARREADORES MOLECULARES 

SAB 

69 000 

)04 

76 

PLL 

190 000 

720 

Tg 

650 000 

1 020 

(34) 



6,2 FORHACION DE ANTICUERPOS, 

En 1980, Bartos report6 la existencia de anticuerpos antipoli8l11Ínicos natl!, 

rales en el suero de conejo ( 98 ) y Ripoll desarrolló un ~todo nefelomé

trico pare cuantificar estos anticuerpos en suero humano por medio de la 

aglutinación producida al incubar muestras de suero con particulas de lá

tex que poseen Ptrr enlazada covalentomente a su superficie. Los compuestos 

encontrados por Bartos han sido clasificados como lgG por su migración e

lectro!orbtica en gel de poliacrilamida ( 99.). 

No obstante la existencia de anticuerpos naturales. 'los mé-todos analíticos 

requieren de la preparoci6n de una mayor cantidad de anticuerpos , por lo 

que se ha recurrido a la inmunización de animales con complejos de poliamj_ 

na ... acarreador como antígenos, 

El resultado de la inmunización depende de varios aspectos tales como el 

tipo de animal empleado, la ruta de inmunización y la dosis del antígeno. 

Se eligen preferentemente animales no rumiantes para la obtonci6n de los •.!!, 

ticuerpos debido a que el suero de los rumiantes tiene un alto contenido de 

diamino oxidasas, 

Existen dos técnicas de inmunizaci6n: la técnica de inyección en sitios 

múltiples y el procedimiento de coseche de rnncr6íagos, 

El método de inyección milltiple consiste en mezclar 1 ml de antlgeno (1 iq¡/ml 

de solución salina) y l m1 de adyu"anto de Freund completo, procurando obte

ner una emulsión estable; la mezclo se inocula en varios sitios alrededor 
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del cuello. l'na semana después, se prepara una mezcla similar e la anterior 

pero usando ac!yuvantc de Freund incompleto y se administra a intervalos bi

semanales. 

La técnica de cosecha macromolecular 1 se realiza disolviendo de 200 a 300 ,ug 

de conjugado en 1 m1 de, soluci6n salina y se inocula en la región peritoneal 

del conejo. Dos horas después, se introducen l~ ml de solución salina esté

ril en la cavirlad peritoncal y el lavado es drenado'.!) m después por catet~ 

rizaci6n. Con este procedimiento, se recupera mas del 80% de la solución Sl!, 

lino inyectada. El lavado se centrifuga bajo refrigeraci6n y la fracci6n CJl. 

lular se resuspende en 2 ml de solución salina; la mitad se inocula por vía 

intravenosa y le segunda se emulsifice con adyuvante de Freund completo y 

se aplica por via intra\·cnosa múltiple como en el caso de in)·ecci6n múlti

ple. 

Colilenzando la segunda semana después de la inmunización inicial, los anim!, 

les se sangrarl e través de la vena marginal de le oreja. 

La íig. 6.1 muestra los resultados obtenidos por inmunizacibn mediante in

yecci6n múltiple comparados con la técnica de cosecha de macr6fagos. 

El tiempo que se requiere paro formar un anticuerpo de cali4ad recibiendo 

inyecciones múltiples es de 9 meses, mientras que el inicio de la respues

ta inmune por cosecha de macr6fagos, acorta el tiempo o 4 meses ( 34). 

La mayada de los métodos inmunol6gicos para cuantificar poliominas emplean 

suero antiesperminico. 

78 



• o 
4 

" • • ., 

.~A 1lJlr r•.,'.') nr • -. .. ·.:, LI: ,, .. " ·~ . 

100 

70 

00 

•O 

1 J/¡--¡--r 
1 /1 1 
\ I j · 1 

1 
/ 11 ¡ 1 
/ 1 j 

j 1 1 1 
,' i i 1 

i 1 ¡ 
1 • 

ªº ! 

'º 

10 t.u:air.• 

-- INY•OOION MUL.Tl .. 1.8 

!-OS hETODOS DE mil'NIZACiúX (34). 

19 



ó.3 PURIFJCACION DE ANTICUERPOS. 

En general, la purificación de anticuerpos, procede en dos etapas: una ine!_ 

pccifica que ptrmite obtener inmunoglobulinas purificadas y uro específica 

que permite la separación del anticuerpo de las inmunoglobulinas restantes 

(100), 

La primera etapa consiste en una precipitación salina con sulfato de amonio. 

al 33~ ( 35), El precipitado de proteína es separado por ccntrifugacibn d.!!. 

rente]) m a 5 000 rpm y disuelto en agua hasta un volúmen igual a la mitad 

del inicial. Se adiciona un volúmen de soluci6n de sulfato de amonio y se 

precipite. El procedimiento anterior se repite cuatro o cinco veces. 

El precipitado obtenido después de la liltima precipitacibn se dializa con. 

tra NaCl 0,15 M o la soluc16n amortiguadora deseada, hasta eliminar cocple

tamente el sulfato de amonio, La dia1isis puede sustituirse por filtración 

a través de Sephadex G-25 ó 50 equilibrado previamente con el mismo amor. 

tiguador (!OC). 

La segunda etapa puede realizarse cediante la precipitoci6n del anticuer

po por adici6n de antígeno en cantidad equi.-alente y una d!sociaci6n del 

complejo antígeno-anticuerpo con dinitrofenol O.! M en NaCl O.IS N y amor

tiguador de fosfatos O.O! M pH 8. Se centrifuga, y el sobrcnodantc se fil

tra en una columna con Sephodex G-200 estabilizada en el mismo omortigu.! 

dor. En la solución eluida aparecen tres picos, el primero corresponde a 

complejos solubles Ag-Ac, el segundo al anticuerpo puro y et tercero al 

anti geno (100). 
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6.4 DETERMINAC!ON DE LA F.SPECIFICIDAD DEL ANTISUERO. 

La especificidad del antisuero antiesperminico, se determina respecto a P.!!. 

trescina, espermidina y compuestos de estructura similar. 

El porcentaje de reacti\'fdad cruzada con otras poliamines, se determine por 

la inhibición ocasionada al incubar el antisuero antiespermlnico en prcsel!. 

cia de cantidades crecientes de los compuestos interferentes. 

La cuantificación de la inhibición, varto de acuerdo a la metodologla segu.!. 

da.El método inmunoenzimático descrito por Fujiwara en 1983 determina la CJ!. 

pecificidad del antlsuero, midiendo el desplazamiento de la espermina del 

conjugado ESH-Galactosidas&f) por putrescina, cspermidine y otros compues

tos, resultando en un 88% de reacci6n cruzada con cspermidina, 0.13% con P.!! 

trcscina, un 0.08% con diamino propano y un 0.04% con cadaverina, en térm,!. 

nos de la cantidad del compuesto requerida para inhibir el enlace de espr.r. 

mina en un 50% (101). 

El radioinmunoensayo reportado por Sartas en 1975, relaciona el porcentaje 

de 1H cspermina enlazada al anticuerpo con la concentraci6n de diferentes 

poliaminas libres. La cantidad de cada compuesto competitivo que CCJrrespo.!!. 

de a un desplaznr..ieilto del 50% de '*JI esperr.iina, se deteraina con la siguie!!. 

te fbrmula: 

% de reacci6n cruzada • pg espermina enlazados al 50% 100 

pg del caqwsto enlazados al n 

Los resultados de especifich!ed del antisuero ontiespermina de conejo, se 

muestran en la tabla 6.2. 
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TABLA 6,2 

PORCENTAJE DE REACTIVJDAD CRUZADA DE POLTAfl!NAS Y COMPUESTOS 

S !MI LARES CON ANTISUERO ANTIESPERM!NICO DE CONEJO Y DE CABALLO 

COMPUESTO % ANl1s.m> (]}U) % ANI1.9.kH) C\R\UJ) 
(Dil. l/\Ul) (Dil. l/!m) 

Esperrnina 100 100 

Espermidina 22.2 21.4 

Putrescina 1.0 0.006 

Cadaverina 0.16 0,03 

Diaminopropano 5.9 0.12 

Histamina o o 

Ornitin• o o 
L::Lisina o o 

(49) 

El porcentaje mas bajo de reactividad cruzada entre anticuP.r11CJS, se ha en

contrado en los anticuerpos naturales de conejo por Sartas (98) . Esto e.Y, 

gicre, que la disponibilidad de anticuerpos ontiespermfnicos naturales de 

alta especificidad y afinidad en el suero normal del r.onejo podría mejorar 

considerablemente la sensibilidad de los mhodos iru:iunoqulmicos para la 

cuantificac!6n de pollaminns ( 98 ), 

El m~todo de aglutinac!6n con esferas de l&tex requiere la detorm!naci6n de 

la especificidad de las esíeras de l&tcx conjugadas. Por ejemplo, la espe

cificidad de esferas de látex-Putrescina, se encuentra incubándolas cori O.!l 
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tisuero y diferentes concentraciones de PLG-ESM, PLG-ESD y PLG-PUT durante 

l)ma 37'C (v/v 1:1), 

Una reacci6n negativa, se manifestará como una inhibici6n en lo aglutina

ción en la que las esferas de látcx-Ptrr se mantienen dispersas, mientras 

que en ausencia de otras polinminaa, se efectúe su oglutinaci6n en prese.!l 

cia del antisuero (reocc16n positiva) (48), 

6,5 PROCEDIMIENTOS JNHUNOLOGICOS QUE EMPLEAN F.SFERAS DE LATEX. 

6.5.1 POR VISUALIZAC!ON DIRECTA. 

Diversas sustancias se hon empleado para la fijaci6n de anti8enos, Fi8uron 

entre ellas las partículas de bentonita, las partículas de colodi6n y las 

de látex (poliestireno). De todos ellas, la mas usada es el látex de poli 

estireno de 0.21 a 0,81 p de diilmetro, que suspendido al 11 en soluci6n 

salina de borato a pH 8.2 (portes i8uales de NaCl 0,3 M y ácido b6rico 0.1 M 

ajustado a pH 8,2 con NaOll), 8licina0.l M ajustada a pH 8.2 con NaOH 0,1 N 

u otras soluciones estabilizadoras, puede fijar antígenos en su superficie 

por simple contacto, a temperaturas y tiempos variables. Se consiguen bue

nas fijaciones entre los 35° y SOºC y los tiempos varlan con la temperalu-
4 

ra empleada (100), 

Cuando se mezclen volúmenes iguales (aprúximadomente 0.5 ml ) de esferas de 

látex que contienen anticuerpos antipoliaminicos unidos covnlcntcmcnte con 

poliaminas séricas, se observa una aglutinaci6n especifica que se observa 

en el fondo del tubo cC1mO un sedimento, 

Usando diferentes diluciones del suero, el método puede hacerse cuantitat! 

vo. 
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Las esferas de látex contienen grupos carboxilo reactivos que permiten la in. 

movilización de los anticuerpos si se desea determinar poliemines, o bien, 

la inmovilización de haptenos poliamlnicos si se pretende determinar anti 

cuerpos antipolfaminas. 

En un principio, las esferas de látex solo se empleaban pera visualizar po

lieminas )' eventualme°nte pare cuantificar sitios antigénicos celulares en lo 

membrana ( 35), 

La fig. 6.2 muestra el resultado obtenido al incubar células de embri6n de 

pollo con esferas de látax que contienen anticuerpos entipoliamínicos to-

tales (anti-ESM, anti-ESO y anti-Ptn') como se observa al microscopio olee-

tr6n1co. Se pueden observar las esferas de látex adherirse a la superficie C.!, 

luler en forma de pequeños grumos alrededor de la célula (96 ) • 

La fig. 6.3 muestra que si les esferas antipoliamfnicas se preabsorben con 

putrescina, se elimina completamente su fijación a la superficie celular as! 

corno alrededor de la célula (96 ), 

Esto sugiere, que las esferas alrededor de las células, son indicadoras de 

una interacción de los anticuerpos entipoliamlnicos con las poUaminas ce-

lulares. Aquellas que se adhieren a la membrana, proporcionan evidencia de 

que las células de embri6n de pollo, tienen sitios antigénicos poliamln!cos 

en la cernbrana, pero no parmiten la c:uuntificación de estos sitios (JS). 

Para conseguir una detcrminaci6n cuantitativa, es necesario controlar el t!l. 
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Fig. 6.2. CELULAS DE llMBRION DE POLLO INCUBADAS CON ESFERAS 

DE LATEX ENLAZADAS A ANTICUERPOS ANTIPOLIAMINAS. X 7 000 (96), 
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Fig, 6, 3, CELULAS DE EMBRION DE POLLO. INCUBADAS CON FSFERAS 

DE LATEX ENLAZADAS A ANTICUERPOS ANTIPOLIAHINAS PREABSORBI

DAS CON PUTRESCINA, X 6 000 (96). , 
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maño de les esferas, el tipo y fase del ciclo celular y el número de anti

cuerpos enlazados a la esfera ( 96), 

Bonneíoy-Rach y col., realizaron una prueba de precipi taci6n directa con 

anticuerpos antipoliaminas enlazados a esferas de látex incubados con con

centraciones decrecientes de un complejo PLG-ESM y con varias diluciones 

de suero normal y de pacientes con alguna enfermedad malisna. 

ta comparación de los r(!sultados obtenidos se observa en la tablo. 6. 3, 

TIPO DE 

SUERO 

NORHAL 

PACIENTE 

TAB!,.\ 6.3 

AGLllfINACION DIRECTA DE POL!Alil~AS EN SUERO l!U!IANO 

Reacci6n a diCerentes concentraciones 

DILUCION 

1:60 1:120 1:240 1:480 1:960 1:1920 Control 

DO D D DO D 

A A D D 

A, REACCION POSITIVA D. REACCION NEGATIVA, (48) 

Se observa que a diluciones menores a l :960 en el suero de pacien~c5 apare

ce aglutinaei611, mientras que en todns las diluciones de suero normal, las 

esferas permanecen dispersas (.:.8). 

Este técnica es bastante simple, pero requiere una cantidad muy grande de 

esferas de látex enlazadas con anticuerpos para poder visualizar la agluti-
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aci6n. 

6.5.2 METOOOS NEFl!LOMETRICOS. 

Los métodos nefelométricos para cuantificar el sedimento 1 ofrecen una~ alter

nativa mus precisa, además de que requieren diez veces menos particulos de 

látex que los métodos de visuelizaci6n directa. 

Los procedimientos nefelom6tricos, se basan en la determinación de la luz 

dispersa al pasar a trav6s de un medio con particules dispersas con un lndi 

ce de refracción diferente al del medio, a un ángulo recto con respecto al 

haz de luz incidente. A medida que el tMaño de la partícula aumenta, habrá 

mas radiaci6n que se disperse hacia adelante (88), 

C,omo método de rutina, la nefelometda tiene muchas limitaciones, porque dJ!. 

ben tomarse muchos precauciones para asegurar que el ambiente y el material 

están libres de polvo que pueda interferir en la determinaci6n (se debe la

var el material con agua destilada y filtrar todas las soluciones), 

El procedimiento neíelométrico mas empleado, utiliza esferas de látex a una 

concentraci6n de 2¡ig de látex por ml, mezcladas con PLG-poliaminas a di fe

rentes concentraciones y deter-mina la luz difundida a 90º en un espcctroíot1!, 

metro a ~ 11D. 

Debido a que los anticuerpos están inmovilizados, debe asegurarse que la dc

terminaci6n se haga una vez que la reacción Ag-Ac se haya completado. 

Se elige un tiempo de incubeción de por lo menos 45 h que es cuando se alean. 

za el m&ximo en la intensidad de luz difundido. 
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La intensidad de lo luz difundida, ea proporcional a le concentraci6n da 

antígeno adicionado, 

6.6 RADJO!Nlfll!IOANALISJS, 

La cuantificaci6n de pequeña• cantidadea de antígenos .no detectable• por 

los métodos convencionales, puede lograrse si estos antlgenoa se marcan con 

is6topos radioactivos. El empleo de estos 6lti11<>s, peraiti6 el desarrollo 

del radioinmunoamllisis, método sensible 1 especifico que tiende a ser ut!_ 

Uzado cada vez mas. 

El radioinmunoan'1iois ae fundamenta en el hecho de que si a uno serie de 

tubos que contienen una mezcla de antfaeno radiactivo 1 anticuerpo en can

tidad suficiente para saturar el 701 de 101 sitios de combin1ci6n, ae les 

adicionan cantidades crecientes de antígeno sin merca, habr& competencia 

por la ocupación· de estos sitios, y por lo tanto, se prodUcirA una calda 

secuencial del antígeno marcado combinado a lo largo de la serie. 

Con los datos obtenidos, se grafica en una escala logarítmica el ant!geno 

sin marca añadido contra el antlgcno marcado combinado, Dentro de un cier

to rango, lo curva regresiva es lineal, lo que hace posible la interpol8-

ci6n de los resultados obtenidos en un ensayo similar con un antlgeno sin 

marca y de concentraci6n desconocida (100). 
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El uso de métodos inmunol6gicos con poliaminas radiactivas fue descrito por 

Bartos en 1975 (49). 

El principal atractivo que ofrece este mhtodo reside en el tamaño de mues

tra tan pequeño que se requiere, el uso directo del suero nativo sin necee! 

dad de hidr6lisis ni purificeci6n, lo sensibilidad pico y femtomoler así CJ!. 

mo el número tan grande de muestras que pueden analizarse (de 300 a 600 por 

semana) (9 T¡, 

Pare le inmunizoci6~, el redioinmunoenseyo emplee un conjugado de ESH-Tg 

cuya relaci6n molar de hapteno/acarreador se determina agregando el trOZ,! 

dar de 'H-espermina al inicio de la mezcla de reacci6n. Este autor encontr6 

une releci6n de 131/1 pera el conju¡ado ESH-Tg. 

Los anticuerpos antiespermina, ae obtienen inmunizando conejos con lmg de 

conjugado disuelto en !mi de NeCl 0.9% oemuls!ficando con ad¡·uvante de 

Freund completo y realizando la inmunizaci6n por inyecci6n múltiple a inter

valos bisemanales o por cosecha de macr6fagos con 300pg de conjugado por a

nimal como inmunizaci6n peritoneal inicial. 

Tonto el anticuerpo como las soluciones estándar de 1H espermina. se dilu

yen en amortiguador de borato. El ontisuero, se usa a una dilucibn que fije 

del 40 el 50% de le espermina marcada adicionada en los tubos de control 

que no contienen poliamines sin marcar, l..a diluci6n final es de 2400 dpm/ 

tubo de muestra. 

El volúmen total de reacci6n es de J ml y contiene 0.1 m1 de 'H cspcrmina 

(2400 dpm), 0.1 m1 de antisuero diluido y de O ,OJ a 0,02 m1 de muestra sérico. 



La curva de calibraci6n se prepara con el mismo amortiguador de borato y con 

espermina no marcada en una concentracibn de 100 a 5 000 pg y de 0.01 a 0,02 

ml de solucibn proteica, 

Despuh de incubar durante 2 h a 4°C, se separa la espermina enlazada de la 

libre, por adicibn de O,! m1 de carbbn activado/dextrana, seguida de centri

fugacibn en trio a 1000 X g durante al ro, 

Después de centrifu¡ar, se toms una aUcuota de 0,8 m1 del sobrenadan te y se 

pipetean 10 m1 de liquido de centelleo en viales de polietileno y se someten 

a conteo. 

Junto con las muestras, se corren en paralelo tubos para determinar la fij.! 

cibn inesped.fica (sin anticuerpos), 

Todas las muestras se hacen por triplicado. La resta del valor de la fijn

cibn inespecifica del valor obtenido de la curva est&ndar y de los valores 

de las muestras individuales, mejora considerablemente la precisi6n. 

Los valores de poUaminas en muestras desconocidas, se leen de la curva e.! 

t&ndar que se construye graficando el porcentaje de 'H espermina fijada 

contra la concentraci6n correspondiente de es¡iermina no marcada en escala 

semi-logaritmlca (Fig,6,4). 

El valor de poliaminas totales libres en la muestra, principalmente de 1-:SH 

y ESO, se expresa como ng de ESH equivalentes a 1 ml de suero. 

Se pueden realizar medidas tan pequeñas como J1J tt'8 de espermine/muestra, 

equivalentes a 1 mi de suero (49), 
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FIGURA 6,4 CURVA ESTANDAR PARA ESPERllINA (49) 
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CAPITULO VII. HEl'ODOS PARA DETERMINAR POLIAMINAS F.H DIVERSOS HATERIALF.S 

BIOLOGiaJS. 

7 .1 !1!!.!!!!.:. 

La tabla 7 .1 cgrup1 los principales métodos para determinar poliaminas en 

orina con sus principales caracteristtca1. De acuerdo con la1 necesidades 

y recursoa particulares, algunos pueden resultar mas ventajosos que otros. 

A continuaci6n, se describirlin dos de 101 mas utilizados, 

7, ¡, ¡ Cuantificaci6n de poliBllinas en orina por crouto¡rafia en capa 

fina de sus derivados dansilados, 

La croutografta en capa fina tiene la ventaja de ser un •todo sU11811ente 

accesible , además de que ofrece la oportunidad de trabajar con varias 

muestrea de manera ai.mult&nea y de determinar todas laa poliaminas y sus 

formas conjugadas con gran sensibilidad. 

MATERIAL Y REACTIVOS, 

- Placas de silics gel 60 (250¡a) 

- Tubo• de enss10 

- Centrifuga 

- Purificador de ultrasonido 

- Espectrofotofluor6metro Aminco Bowman (J4P950) 

- HCl concentrado 1 ml ) 

- Na2C03 ( 2 ml 

- Cloruro de dansilo ( 30 mg ) 
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- Acetona ( 1 ml ) 

- Prolina 250 mg 

- Tolueno 500 111 

- Cloroformo-Trietilamina (5: 1) 

- Trietanolamina-Propanol 2 (1 :4) 

PROCEDIMIENTO, 

- Alícuotas de 10 mi de orina se centrifugan a 1000 X g durante 10 m a 2°C P!!. 

ra separar cualquier tipo de células presentes. 

- Se almacena a -25ºC 

HIDROLIS!S: 

- Se toma lml de muestra y se hidroliza con un volúmen igual de HCl conCCJ!. 
\ 

trado (12 H) en un tubo sellado a llOºC durante 14.ó 16 h. 

- Después de la hidrólisis, la muestra se neutraliza con NalXlJ y se centr!. 

fusa a 2000 X g durante 5 m, 

FORHACION DE DERIVADOS: 

- Se toman 200,lll del sobrenadante y se les ediciona cloruro de dansilo 

(JJnglml de acetona), 

- Se añaden 100µ1 de solución saturada de Na2C03 y la mezcla es purificada 

en un purificador ultrasónico durante 2 ó 3 h. 

- El exceso de cloruro de dansilo se convierte en dansil-prolina mediante 

la reacción con 100,lll de una solución de prolina ( m n¡ de prolina/ml). 

- Las sulfonamidas se extaren con 500;.il de tolueno y las capas son separ!_ 

das por centrifugación • 
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SEPARAC!ON CROHATOGRAFICA. 

- Se aplican aHcuotas de 5 a 20>'1 de los extractos de tolueno a placm 

de s{lica gel previamente ectivodas (llOºC durante 1 h. 

- La muestra se aplica con uan micropipeta de 25¡il. 

- También se aplican concentraciones conocidas de estándares de las poli-

aminas dansiladas. 

- La placa se coloca en una cámara de cromatografia ascendente con ctoro

formo-tcietilamina (5: J) como solvente. 

- Despubs de 1 h, la place se roda con· ;JJ ml de una soluci6n de trietanol

amino-2 propanol (l :4) y se seca bajo vado durante 16 h a temperatura am

biente dentro de un desecador que contiene silica gel. 

- Poro evitar la disminuci6n en la fluorescencia por absorci6n de agua dJ!. 

rente el conteo, se deje reposar la place durante D m a temperatura ambie!!. 

te. 

- La placa se analiza por fluorometda. El m&ximo de excitaci6n es a 340 na 

y el m&ximo de emisi6n a 505 na (12). 

Este método permite analizar poliaminas urinarias cuantitativamente sin tO,! 

centración previa de orina y sin necesidad de eliminar el amoniaco. La pr!, 

paraci6n de la ciuestra es m!nima , y el on&lisis rápido , reproducible y 

muy sensible. 

La recuperaci6n de polieminas adicionadas a la orino es de 98% para PUT, 

95% para ESD y 89% pare ESM. 
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7. l. 2 Cuantificaci6n de poliaminas en orina por CromatogrofÍa Líquida 

de Alta Presi6n •. 

La cromatografía liquida de alta presi6n es mas sensible que la crOllBto

grafía en capa fina y mucho mas rilpl da, 

Su desventaja es la preparaci6n de la muestra, debido e que es necesario 

purificar los derivados de dansilo obtenidos de fluidos fisiol6gicos me

diante una separaci6n por cromatografía en capa fina antes de la cromato

grafía de alta presi6n, 

MATERIAL Y REACTIVOS, 

- Placas de al Úmina G ( 20 X 20 <11) 250 119 

- Centrífuga 

- Cromat6grafo de líquidos Varian LC 4100 

- Fluoromonitor o detector de ultravioleta 

- NaOH 2 N ( 100 µl ) 

- 2, metil-1, butano! ( 5 ml 

- HCl concentrado 100 µl ) 

- Na2co3 ( SO ms ) 

- Cloruro de dansilo ( 20. 2 mg ) 

- Acetona 2 ml 

- Benceno 5 ml 

- Cloroformo-dioxano-isopropanol ( 45:2:5) o (45:2:1) 

- Cloroformo ( 50 µl ) 

- Cloroformo-trietilamina (50 : 1) 

- Ciclohexano-cloruro de metilo-isopropanol (88.5 7:4) 
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PROCEDIMIENTO, 

- La orina se colecta en botellas de polieti:leno y se mantiene bajo reCri

geraci6n, 

- Se toman al!cuotaa de 2 ml y se almacenan a -20ºC hasta que se efectúa 

el análisis, 

- Cada all.cuota, se ajusta a un pll de 10 6 12 con NaOH 2N (100 pl) y se e.!_ 

trae can 2,met!l-1,butanol (5 ml) ~n un embudo de separaci6n durante 2 m. 

- El extracto orgánico, se transfiere a _un matraz el que se burbujea ni

trógeno durante 30 m para eliminar el amoniaco. 

HIDROLISIS: 

- Se adicionan 100 111 de HCl concentrado, se mezcla y se evapora a 45°C a 

una presi6n de 0,2 mm de Hg. 

- El residuo se trata con una soluci6n de bicarbonato de sodio (50 mg/ml) 

y se mezcla. 

FORMACION DE DERIVADOS: 

Le muestra se mezcla con cloruro de dansilo (20.2 ing, 75 mol) en acetona 

(2 ml) y se agita a temperatura ambiente durante 12 h. 

- Se evapora la acetona a 35°C en vapor de nitrógeno y el residuo se le !. 

grega 1 ml de nguo paro disolver s6lidos y 5 ml de benceno, Se agita en un 

embudo de separación durante 30 seg. 

- El extracto benc6nico (4.8 ml) se transfiere a una centrifuga se ev.!. 

para el solvente e 3SºC en atmósfera de nitrógeno. 

- El reliduo se disuelve en cloroformo ( 25-50 pl) y las aHcuotas de la 

solución, se someten a cromatogrefta en cepa Cine. 

P1iR IFICAC!ON: 

- Las placas de alúmina G se emplean on análisis unidimensional con un 
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solvente de cloroformo-dioxano-isopropanol (45:2:5) o (45:2:1). 

- Las plecas se examinan con ultravioleta a 366 nm . 

... Los puntos deseados se raspan y se extraen inmediatamente con una mezcla 

de trietilamina-isopropanol en volúmenes iguales (10 ml). 

- Los extractos se e't'aporan a sequedad en una atmósfera de nitrógeno a 40°C 

y los residuos se almaCenan a 2 6 4°C hasta que son analizados por cromato

graf1a de alta presión. 

CROMATOGRAFIA DE ALTA PRESION: 

- El análisis cromatográfico puede efectuarse en un cromatógrafo de liquidas 

Varlan LC 4100 o bien, en un sistema compuesto por un inyector U61, dos si!!. 

temas de flujo de solventes 6000 y un progrBllllldor de solventes 660, Para la 

detección puede usarse un fluoromonitor LCD 1209 o un detector ultravioleta 

LDC a 280 nm. 

- El sistema cromatográfico consiste en un• columna de Corasil II de 120 cm 

X 2.2 mm y elución con una mezcla de cloroformo-trietilamina (50:1) con un 

flujo de 24 ml/h a temperatura ambiente ( fig. 7. l ) • 

- También se puede emplear un sistema de fase ligado en Micropak CN-10 y •

lución con ciclohexono-cloruro de metilo-isoproponol · (88.5:7 .5:4) con un 

flujo de 60 ml/h a una prcsi6n de 1600 psi (fig. 7.2) (84), 

Por este m~todo se consigue una scparaci6n excelente de las polian:iinos dn.!!. 

siladas en menos de 25 minutos. 

Los contaminantes polares, se e luyen antes que las poliazninas y no inter

fieren en la cuantiflcoción. 
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Fig. 7 .1 Separaci6n por CL-AP de una soluci6n estándar que contiene 

50 pcol de las dansil poliaminas. 1) E&J,2)ESD,3)PUT y 4)DAP (84), 

• 

Fig, 7.2 Separaci6n por CL-AP de una soluci6n estándar de dansil 

poliaminas. 1) DAP, 2) PUT, 3) ESO l' 4) ESM (84). 
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En la tabla 7. 2 se muestran los principales ra~todos paro el an&lisis de p.Q. 

liaminas en suero. Aunque el radioinmunoensayo 'es el mlttodo mas sensible y 

especifico para el an&lisis de poliaminas en suero, es dificil su aplica

ci6n por la imposibilidad de evitar la reacci6n cruzada de loa anticuerpos, 

7.2.1 Cuantificaci6n de poliaminaa en suero por cromatograUa de gas- e.!! 

pectrometrla de masas. 

La caracteristica que mas afecta las determinaciones cu:mtltativas en los 

análisis cromatográíicos, particularmente a niveles subnanomolares es la 

adsorci6n a la columna (o inversamente, la recuperaci6n de las poliaminaa), 

Otro problema, se relaciona con el manejo de la muestra, ya que las poli.! 

r.iinas se adsorben al material celular durante la preparaci6n de los mues

tras de suero, asi como al material de vidrio (particulon:iente la espermi

na) y a otros materiales, Ademh, existe la posibilidad de que los palia.mi 

nas se destruyan por la presencia de trazas metálicas, enzimas y bacterias. 

Todos estos factores hacen necesario el uso de estándares internos para 

cada una de los poliruninas. Una alternativa, es el uso de análogos dcutcr.!. 

dos de les pal !amines. 

El detector mas apropiado para diferenciar las poliaminas deuterades de las 

cnd6genas 1 es el espcctr6mctro de masas, que conectado a un cromatógrafo de 

gases, puede emplearse con una alta sensibilidad y especificidad. 
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1'Ahl.1. 7 .2 

l'HIN<:Jl•Ai.1'.S HliJlJOOS l'AkA l.A Pl:l'HRHIUAC:ION PE l'Ol.IAllJNM; r:u Sllr.HO 

fli':J'OOO SliNSlillLIPAlll lSl'EClflCWAD Í ECONOlllA 
: : 

HIJESTRA PREPAkA.:wN DERIVADO Rff, j 

!:::.'::::: ""•-"'I : 1 : : 1 
l.o'J w- l p111ol i di y Jlllilllti1Ui j o.3bll ! <ruetcsnúln m slliaiÍ TFA 38 : 

CG-m.1 l pmol ! <lt y ?Jlianin~ j 1111 
1
! <hi¡()tof,tn{fo m slli.ru,,i Tf'A y '0-¡.5 29 ! 

f,,,o! (SIM': j i : ¡ ¡ 
Cl.-lC 1 pi11ol !: di y J(.11.ú:l:uiros ! 2 1.11 : ~..-.'.ldt.1 cm 1 57 j 

Í (anal, 1lc n.1) 1 i oc. 1ul!f&lUclko. i ' 
¡ ¡ !. j l'urll. ¡ur ar1c ¡ !,: 

! 1~1. 1 111:1111 : dJ y ¡11llmrun... 1-(1 ml j lli1lrúlhti:1. l·~tna't:iC.1 ! 13 
: (r,.c1l,d~· .u) 

1

1, : 1 Wluml ' : i ! 1 • i ¡ 
i .;1.-AP l '"'ºJ i 111 y ¡vlJ"'111., ¡ 2-5ml ! ~ulaciá1 y~~ OfA 65 : 
\ (mtl, tlt! ro) 1 i 1 ninciOO n.11 oc. aulfO"": :

1
: 

1 ¡ !:,' wlicllko l ! 
Í Cl.-AP pooul ¡ di y j<lllm!ms 1 mi 1 lraooln¡)mflu Uf •lli~•¡ 66 ¡ 

j CJ.-AP 0.1 nmol :.: di y JDliu>iros ! tl.Sml j lildrólisis y 1>irtfla>- j (l""""",dfl> i 41 1 ¡ 5 pmol , : ctfu ¡ur a. : : 85 , 

Í UrAP 100 f.,oJ ¡Pin', t.sD yl:.'lll 
1
1 2lA"'I 1 ~e!nlm:lfu 1 do11nilo 1 45 lj 

Í(l""'n"'"") j j ,! ,i ,! 

¡I EN?.IMA'l'ICO l '"''º' ji Plff, l<'ll ylSH ' ' " j ... 1 0,M j lliriliadái"' silka ! 
1
! 41 !!, 

t(a, oridnsad..l • :_J j ¡ : 

IL_._
0

_
1

:_:_E~~._-º_·00~1'_'"_º_1_
1

Ljd_1_,_~_u_ª_~_._~~\ " 1~_2_0_~_1_,_!~~~--~~--'j'--~~~~1~6-6__.J 
Poco accesible. Accesible. *** Huy accesible 
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.. 
MATERIAL Y REACTIVOS, 

PROCEDIMIENTO, 

- Columna de intercambio i6nico Bio Rad AG 50W-X2 

- Aparato de ultrasonido 

- Centrifuga 

- Cromat6grafo de gases Varian 2700 con una colum-

na empacada con OV-17 (3%) en Chromosorb W-HP 80/100 

- Espectr6metro de masos Du Pont 21-49 IB 

- Succinonitrilo (0.8 g) 

- Platino (250 mg) 

- Deuteroetanol (20 mi) 

- Oxido de deuterio (30 ml) 

- Etanol (el necesario) 

- Glutaronitrilo (0.8 g) 

- NaOH 4.8 N (0,4 ml) 

- Acrilonitrilo (120 IJI) 

- HCl 0,1 N ,6 Ny 2,5 N (700 ml,4 111 y 700 111) 

- Cloruro de deuterio (5 ml) 

- Ninhidrina (la necesaria) 

- Na2co3 anhidro (100 mg) 

- Anhídrido trifluoroacético (50 ¡¡l) 

- Cloroformo (1 mi) 

?kEPARACION, DE ANALOGOS DEUTERADOS, 

Las ~oliaminas deuteradas que funcionan como estándares internos se propa-
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ran haciendo reaccionar los correspondientes nitrilos con deuterio (D2) y 

platino en cloruro de deuterio y óxido de deuterio (DCl/020) y por último 

con etanol. 

Preparación de Putrescina-d4 • 

- Se prepara una mezcla de succinonilrilo ( O.B g, 10 l1llllles) y óxido de plat!. 

no ( 100 "l!l en 20 ml de o-deuteroetanol (solución al 95% en óxido de deuterio 

de 99% de pureza) y 3 ml de clorure de deuterio (solución al 37% en Óxido de 

douterio de 99% de pureza). 

- Se mezcla a una presión de 2 atm de deuterio (99.5% de pureza) hasta que 

termina el consumo de gas. 

- El producto obtenido después de separar el catalizador y evaporar los 

solventes a vado, se recristaliza de etanol al 100% para dar 0,66 g (41%) 

de PIIT d4 ' 211Cl con un punto de fusión de 310°C (p,f. PUT-2HC1 : 315ºC), 

Preaparción de Cadaverina-d4. 

- Se prepara de manera similar a la PUT-d4 pero por reducci6n de glutaro

nitrilo para dar cadaverina d4- 211Cl con un punto de fusión entre 258 y 

260'C. El p.f. de la cadaverino endógena es de 275'C. 

Preparación de Espermidina-d6 Y Espermina-d5• 

- A una suspensión de lD "l! de PUT d4-2HC1 en /{) ml de etanol, se adicionan 

0.4 ml de NaOH acuoso 4.8 N. 

- Una vez preparada la s9luci6n se adicionan lentamente 120 )Jl de acriloni

tri!o, 

- La r.iezcla se agita a temperatura ambiente durante 24 h. 

- Se adicionan 4 ml de llCl 6N y se agito a presión reducida. 

- Al residuo sólido en lJ ml de óxido de deuterio y 2 m1 de cloruro de deute-
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ria al 37% se adicionan ~"' de 6xido de platino y la mezcla se agito bajo 

presi6n de 2 otm de deuterio durante J; h. 

- El catalizador se separa por filtraci6n y los solvente• se evaporan bajo 

presi6n reducida y el residuo se redisuelve en agua. 

- La soluci6n se coloca en una columna (2. X aJ cm) intercambio i6nico Bio

Rad AG SOW-X2 preparada por lavado con l!Cl O. IN, 

- La columna se eluye pór un aradiente q,ue se constaue colocando ]]) ml de 

agua en un mezclador y añadiendo 1Jl m1 de HCl 2.5 N. 

- Se colectan fracciones de ·.15 ml • !.as poliaminaa son detectadas con ninhi 

drina. 

- Las fracciones 28-37 ae evaporan para dar32 "11 de ESD-d6 • 3HC1. 

- Las fracciones 52-67 dan 117 "11 de ESH-ds • 4 HCl, despuia de recristoli-

zar de etanol(38), 

PREPARACION DE LAS MUESTRAS. 

- Se adicionan las siguientes cantid•des de estándares deuterados a coda 

muestra de lOml de suero1 11.2 nmol de P\Tl'-d4 • 2!1Cl, 12,6 !Dll de ESD-d6 • 

3 HCl, 4. 5 nmol de ESH-d8 ' 4HC1, 

- La muestra se aplica a una columna de sUica gel. 

- Despu~s de que eluyen los primeros 0.5 ml de agua, empieza a separarse 

el suero libre de poliaainas. 

- Cuando se aplican 10 ml da suero a la columna, los 8 primero• mililitros 

san libres de poli aminas, 

- La columna se lava con otros 50 m1 de agua, 

- Las poliaminas se elu1en con l!Cl O.Ol-0.03N. 

- Si se colectan fracciones de lml, las poliominas se recuperan en las íro.E, 
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cionea 3 a 5. 

FORMACIOH DE DERIVADOS, 

- La aoluci6n de poliaminas purificadas se transfiere a un matraz de l. ml 

y se evapora a sequedad bajo una atmósfera de nitr6aeno. 

- Se adicionan 100 'Id• Na2C03 anhidro y 50 Jll de anhídrido trifluoroacét,t 

co. 

- El frasco se sella y se somete a ultarsonido por 15m y se deja enfriar. 

- Se adicionan 30 Jll de cloroformo y lml de una soluci6n de Na2C03 2H len-

tamente. 

- La mezcla ae asita y se centrifuga, Se separa la capa ecuoaa con una pi

peta. 

- Se agregan volúmenes adicionales de una soluci6n de Haf03 para disolver 

el exceso de carbonato de sodio s61ido, 

- Se separa el último volW.en de carbonato de sodio, dejando la soluci6n 

de cloroformo cubierta por una capa muy delgada de soluci6n acuosa. 

CROHATOGRAFIA DE GASES, 

- La separaci6n de poliaminas se efoct:le En un cra.at6arafo de gases Varian 

2700 conectado a un espectr6metro de masas Du "Pont 21~49 JB, 

- La columna del cromat6grafo es de 120 cm X 2 Dll, empacada con OV-17 al 3% 

en Chromosorb W-HP 80/100. 

- La temperatura inicia a 120~ o 140ºC y se lleva hHta 300°C a una velo

cidad de ISºC/m, 

- La fig. 7.3 muestro los espectros de las poliamlnas obtenidos por est~ 

mhodo (29). 
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7.3 ~· 

La tabla 7 ,3 muestra los principales métodos pars determinar poliaminos en 

tejidos. Como se puede observar, el ml!todo mas sensible es la cromatografía 

liquida de alta presión que utiliza derivados dabsilados de las poliacinas 

(40) que además tiene la ventaj• de ser sencillo y de no requerir procesos 

laboriosos de purificación. 

7,3.1 Determinación de poliaminas por cromatografia liquida de alta pre-

sión de sus derivados dabsilados, 

El presente método emplea una elución de tipo isocrático y peroite que la 

determinac~ón espectrofotométrica se efect6e en la región visible, descar

tando cualquier posible interferencia por sustancias que absorben lE. luz. 

ultravioletc y que podrían estar presentes en las muestras biol6gicas. 

MATERIAL Y REACTIVOS. 

- Homogenizador Polytron 

- Columna de p porasil (part!culas porosas de 10 11.1) 

de fase normal (30 ""X 3.9mm) 

- Cromatógrafo liquido Waters ALC 201 con un inyec-

tor Universal 6000 A, un programador de solventes 

660 y un fotómetro modelo 450 

- Registrador Omniscribe modelo B 5000 (llouston Inst,) 

- Acido perclórlco al 2% (1 mi) 

- lls2C03 (30 mg) 

- Cloruro de dabsilo (2 ,4 mg) 
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TASI..\ 7.3 

PRINCIPALFS HETOIXlS l'ARA LA DE'mRHINAC!UN DE l'OLIAHINAS F.N TY.JIOOS 

Hh1000 SENSIRILIDAD ESPl\CIFIC!DAD l l\CONOHIA HUESTRA i PREl'ARACION ! Dl'RIVADO 1 REF, 
1 

CG ¡ nmol tli y p:il lanlms n.r. l f~ruxilu tm MI 

\ 
52 

1 
! ! i CL-IC 
j 

"""¡ diyJDIU.W... 22mg j F.1tt..m::c.iál cm a::.'lrA 1 37 
j i j 
! 1 

1 ! 1 
Cl.-IC f 10 pruol dlyJDLlanimo n.r. 

1 
72 

1 

(eml de ..,¡ ¡ ! ¡ 
CL 

1 
l nmol di y JDlianlm• n.r, J ütnccicrl cm a:,'lrA l 

1 

60 
(ami.do M) ¡ 1 

CCF 

1 

0.03nmol l'UT ... n.r. ! ScpuaciÓl ¡or Clr!C ldonsilo 76 1 
7.4naiol 1 ¡ 77 1 

¡ 
ldnnsilo 

! 1 
CX:F-IC l nmol diyJDliaolms n.r. !~1cmm:,1rA 1 75 

1 
! 1 ! Cl,-AP 1 0.5 mool di y JDllanUm 50mg ¡ l~ln cm ICOJ fJwmm-

1 

41 
! 

¡ ¡ a..rc 1 mm ¡ ! 1 
Cl.-AP 1 ¡ lbq¡qúnciln ~· i 1 1 e ÚS! rcver.11) ! 1 nmol PUT,ESD y FSH n.r. CFA !43,83 1 

1 
¡ fhi'IJ4 y llll~ l 1 

Cl.-AP 0,5nut0l PlIT,ESD y ESH n,r, ¡ Exua::dfu cm m:. ~ ¡ CFA 

1 

103 1 

l l fcmlidUco 1 l 
Cl.-AP i 20pmol Plíl', ESO yf.~H n,r, ¡ F.xt.ncciOO cm l004 jdebsilo /¡] 

1 

1 • 
1 i ! 

l:'llZltlATICO o 1 l nmol PU1', ESD y ESH ... 0.5ml 1 Purif. ¡or Clr!C ! 

1 

47 
(soya) 1 i 1 

ENZIHATICO ! 0.01 µ11101 JDllanum ... 1 mi i l\Jrlf. I"' <lrlC 1 24 
., (suero) 1 1 1 1 i . Poca Accesible, .. Acccsihlc, Muy Accesible, 
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- PUT 2HC1, ESD JHCl y ESH 411Cl (250 nmól) 

- Acetona (J.5 ml) 

- Glicina (5 mg) 

- Benceno (5 ml) 

- Sulfato de sodio anhidro (0.5 e) 

- Cloroformo (50 mi) 

PROC:EDIHIENTO. 

- A 1 mi de soluci6n de &cido percl6rico al 2%, que contiene Pl1r, ESD y ESH 

( 10-250 nmo!). se agregan JO n1i de carbonato de sodio y 1.6 D11de cloruro de 

dabsi!o en J.ml de acetona. 

- La mezcla se agita y se deja reposar a temperatura ambiente durante 1 

- Se adiciona un exceso de cloruro de dabsi!o (0,8 111en 0.5 111 de acetona) 

mantenienJo la misma temperatura durante 30 m para asegurar le culminaci6n 

de la reacci6n. El exceso de cloruro de dabsilo se conaume por reacci6n 

con glicina (5"tl en 0.5 mide agua) durante JOm. 

- La mezcla resultante se extrae con Sml de benceno y la capa orgánico, se 

lava dos veces con 5 ml de agua y se deshidrata con sulfato de sodio anhi

dro (0,3-0,5 g). 

- Se toma una alicuota de 5 a 20 )JI del extracto bencénico para el análisis 

por CL-AP. 

- Se separan los tejidos y se homogenizan al 10% con una cantidad suficien

te de &cido percl6rlco al 2%. 

- Se centrifuga a 800 X g durante 15 my se toQan 2ml del sobrenadante y se 

I!lezclen con 2 ml de acetona. 

- La mezcla resultante se centrifuga nuevamente a 800 X g 15 m. 
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- Se toman alícuotas de 1 ml de sobrenadan te pera la determinoci6n. 

SEPARACION DE LAS POLIAMINAS DABSII.ADAS, 

_ La columna de pporasil se equilibra a una velocidad de 1 ml/m con acetona 

en cloroformo al 2%, 

- Se inyectan de 5 e 20 µl de soluci6n de polieminas dabsilad'as. 

- La eluci6n se efectúa isocráticamente con lo misma mezcle de solventes. 

- La fig, 7 .4 representa el patr6n de separación de las polieminas dabsil.!!, 

das. La espermidine y el amoniaco no se separan adecuadamente en este sis

tema. Afortunadamente, el contenido de amoniaco en la mayode de los teji

dos,no interfiere con la detenninaci6n de ·espermidina (40), 

7 ,4 OTROS MATERIALES BIOLOGICOS, 

La determinación de poliaminas se ha reportado en diversos materiales bio

lógicos. 

Algunos de los métodos y sus caracter!sticas se resumen en la tabla 7 .4. 
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TAIL& l,4 

PJ:IJrtCIPAU:.S METOOOS PARA Dtltl!"llNAJ: PO.IAKJlil.lS Di DJ\'1:2SOS ttATfJlALES 11ourams 

llJES1lA ta:rooo SEl5191LIDAD l IUlnCACJ<ll DDIV&ID ID', 

1 

! 
i VIRUS ca 0.5 nmol ¡ ~. &1almle&o r • dan1Uo ¡ s.19 

1 

, ... -.... .......... ... ca O.Ol nmol 1 "'"· 

1 

: hm:ii!,i Clll bmd,, danlilo ,. 

1 
PLACCITA CC-1111 

1 
l,4..,1 

I """' •s.,t-.Gl<ll 

Tr• 

i FWJOO AHHJOTtOJ ccr 
i 

0.01 n90l i~rlliliJL d1n1Uo 60 ·-1 UQ,CJEAIJJO.QJJDI> 
1 1~1>fil! CL-AP 

1 

lpool 

l CEUlUS "" 0,01 nml 

1 

duaUo 76 Lll.CDllCAS 

1 

: 
1 i MJQOORCAllllStl>S CG ! TfA 1• 

CL-IC 1 1-1 

1 

S7 

1 VIGL'l'Al.l.S f CG 

1 

0.3 ,..al 21 1 CL-APrw, 0.1 n90J benaoUo 11 

1 f 
CCf n.r, .,,,.uo 11 

KEDlU OS&A 

f 
CI. 

¡ 
0.1 1'1110l ¡..........,,_ 1 "' 1 

•d&ir~ 

1 1 

SAllGIE 

1 

CL ¡ 0.1 nml - , 
Cl.-IC l',.C.pl'Ol ~Etl•hi- 51 -: 

1 

1 

wam mi; CL-AP,._., 

1 

100 (.ol ~"" danallo •s 

~a:riAc,TCAr 

1 
l6 SD!E!I 

1 
CL-IC 0:001 l'llllCll 

1 """"-1lo 
1 

benaollo 61 Hf>tl!RA.<A ! CL-AP 

1 

0.1 pmol 

l llACl"f.llU.HA 

1 

1 
ALIMIJmlS CG l2o5nll01 

1 
l.llC 11 

1 CG l'.4neo1 Pf1' 19 ! 1 1 
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CAPITULO VIII. CONCLUS JONES. 

Las poliamines son bases nitrogenadas no proteicas de bajo peso 

molecular, ampliamente distribu{das en sist"1!llls biol6gicos e iJ!l 

plicados en procesos de crecimiento normal o neop1'sico. 

Su determinación en tejidos y fluidos fisiol6gicos, puede pro

porcionar una \'aliosa prueba como complernento en el d1agn6stico 

del cáncer, ede!lllls de una ayuda en el control de la terapia, 

Un m6todo ideal para la determinaci6n de polinminas debe tener 

una sensibilidad mlnima de pmoles, requerir una m!nim11 prepara

ción de muestras, no ser exiremadamente caro y permitir el aná

lisis de un gran número de muestras .. 

Todos los mhtodos aqu{ expuestos, son 6tiles psra la determina

ción de poliaminas, siempre y cuando se mantenga un control ad!. 

cundo de las condiciones de cada uno de ellos, de manera que la 

selección depende de los recursos y necesidades particulares. 

No obstante, la croinatograr!a de capa fina, as{ como loe m6todos 

enzimáticos, se recomiendan como una buena opciOn para el anil! 

sis de rutina debido a que permiten la determinaci6n cuantitot!. 

va rápida de un gran número de muestras sin necesidad de un e

quipo costoso. 

Los dem&s mbtodos cromatogrhficas, como cromatografía liquida de 

alta presi6n y cromatografia de gas, son similares en muchos •.! 

pectas: requieren maneja preanalltico, emplean instrumentaci6n 
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'"" 
compleja r están limitado• en el n6..,ro de an&lisia que pueden e

fectuarse en un tiempo dado, no obstante, son muy rápidos y sen

sibles. 

El Radioinmunoenseyo, es muy sensible, no requiere preparacil>n de 

la muestra ni equipo costoso, además de que permite efectuar mu

chas determinaciones. Ser6 untt herramienta muy Útil cuando se pr.e, 

duzcan anticuerpos especificas para cada una de les poliamines. 
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NlVELES NORMALES DE POLIAMINAS EN FLUIDOS FlSIOLOGICOS 

RANGO 
TIPO METO DO UNIDADES 

P\11' ESD ESM 

Plasma{Suero en nmol{ml 0,07-0,15 0-0.12 0-0.16 

RIE nmol/ml 0.13 0.14-0.64 0.03-0.06 

Fluido 

cerebroespinal 
en pmol/ml 76-292 54-246 O- trazas 

Orina eGL mg{24h l.26 l.06 0,28 

en mg{24h 0.2-2.84 0,36-2.1 o - 0.87 

en pgfms creat, 1.6-3.4 1-2.5 o - 0.9 

eFF mg{24h s.o 2.0 o.s 

( 6 ) 
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II 

NlVELES DE POLIAMlNAS EN ALGUNAS ENFERMEDADES MALIGNAS Y 

NO MALIGNAS 

ENFERMEDAD MUESTRA l:1lllJ.EOA ~ llL 

Al.MNID lE ltlA IUI»IINA (%) 

Glioblastam, l!Bluloblastaie FCE 100 (putrescina) 

Adaum pituitario, a:IUnd.talll FCE 20, 70 (eopermidina) 

lw:IJllia lWática o no reportada 

IOJCallia m!elltica O,S 75(ouero ESD) n.r.(O) 

Policitutda vera p 55 (eopermidina) 

c&ncer hem&tico inlefinido o rD reportada 

1'lll de lbDdn o no reportada 

U.nfosarcoma o no reportada 

Sarcoma s SO (putreocina) 

Helanoma maligno s,o 30-70 (PUT o ESD) 

Cáncer pulmonar o 50-90 ( PUT o ESD) 

Cáncer de cst6mago o resultados variables 

c&ncer de p&ncreao o 30 (putrescina y ESM) 

Cáncer colorectal O,S 50-65 (ESD o ESM) 

Cáncer de riñan o 80 (ESO o ESH) 

Cáncer de pr6stata o 70 (ESD) 

Cáncer mamario o 25 (ESH ) · 

C&nccr uterino o 60 (ESD y F.SH) 

Varios tipos de cáncer s 100 ( ESH) 

Uropatologlas benignas o 20 (ESH) 

Neuropatologfos benignas o Control 

RE:F1ulib cerebroosplml ,O: Olina. S:Sangre (6) 



III 

NIVELES DE DIAHINAS EN ALGUNOS PRODUCTOS MARINOS 

PRODUCTO CALIDAD RANGO pgfg 

csdaverina putrescina 

Salm6n, enlatado aceptable 0-1 3-4 

descompuesto 18-81 5-12 

Salm6n ,congelado aceptable 0-1 3-4 

descompuesto 0-8 4-5 

Atún, enlatado aceptable 1-2 0-1 

descompuesto 109 a 
Camarón aceptable 3 5-10 

descompuesto 6-19 15-58 

(19) 
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Las poliaminas, putrescina (PUT),cadaverina (CAD),espermidina (ESO) y espe,¡: 

mina (FSM) se enCuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. 

Su increraento en tejidos en crecimfonto y en tejidos cancerosos sugiere 

su utilidad como indicadores de la eficacia de la terapia en pacientes ca!!. 

cerosos y con otraH enfermedades. 

Esto hace importante el desarrollo de métodos nnaliticos precisos y sensi

bles para determinar poliaminas en materiales biolbgicos. 

Muchos mátodos se han reportado, principaloente: cromatograf!a en capa fina 

crocatografia de intercambio ibnico, cromatografía 11quida de alta presión, 

croroatografia de gas,m&todos enzimáticos )' métodos inmunológicos. 

Los m6todos de cromatografía liquido son bastante cspedficos y moderadamcn. 

te sensibles. Su sensibilidad puede auQrmtarse si las polinminas se h.uccn 

reaccionar con ciertas sustancias para formar d<?rivados det<?ctobles por 

sus altos coeficientes de extinción aolar o por su intensa fluorescencia. 

La cromatografía de gas se ha adaptado a la cspectrometda de masas para el 

análisis de poliaminas resul tanda un ciétodo sumamente rápido y sensible P!t 

ro que requiere de un extenso w.anejo preanalitico. 

Los procedimientos enzimáticos están basados en la formación de compuestos 

clclicos por oxidación de las polia111inas 1 qua sirven como base a ensayos 

colori.r.K}tricos y fluorom6tricos. 

l.os mbtodos enzimáticos emplean amino oxidases Lluy diversas¡ ya sea de §.Q_-
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1:!.!!.U!.. marcescens, de frijol de soya o s~ricos. 

Recientemente, se han preparado anticuerpos contra las pal iaminas, que 

al hacerse reaccionar con éstas, producen una aglutinación que permite 

su cuantificación¡ deso{ortunodBJJJente, se observa una reacci6n cruzada 

bien definida entre las diferentes poliaminas, 

En el presente traLajo, se exponen los procedimientos de extracci6n y 

purificacibn de poliaminas de los diferentes tipos de muestras, las C!!. 

racteristicos y ventajas de los métodos mas confiables J por último, 

se describen algunos m6todos p~ra determinar poliaminas en orina, san. 

gre y tejidos. 
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