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1. INTRODUCCION

La determinacién de la composicién y concentracién de los
dcidos grasos de cadena larga existentes en el liquido
amniético (1,2,3), complementa las diversas técnicas de
cuantificacidén de otras fracciones lipidas (4,5,6,7,8) uti-
lizadas para evaluar la madurez pulmonar fetal cuando es ne
cesario interrumpir embarazos en que no son Sptimas las con

diciones de salud para la madre y el producto (9,10,11,12).

En trabajos anteriores se ha demostrado la presencia de un
material tensoactivo 6 surfactante, en secreciones bronquia
les -de nifios recién nacidos normales, y una disminucién en
cantidad y calidad de este material en las secreciones bron
guiales de nifios recién nacidos que presentaron el sindrome
de insuficiencia respiratoria idiop&tica (SIRI) (13,14,15,

16).



La sustancia surfactante esta constituida principalmente

por fosfolipidos, compuestos que poseen propiedades tensoac
tivas por sus caracteristicas moleculares y presentan varia
ciones en su concentracién y en el tipo de &cidos grasos es
terificados en el grupo glicerido, durante el desarrollo de

la gestacién (17,18).

La extraccién de los &cidos grasos del liquido amniético y
su determinacifén son representativos y confiables para la
evaluacién del estado de madurez pulmonar fetal, por el
constante recambio que experimenta el liquido amniético in-
Gtero. La técnica mis adecuada para esta determinacidn es

la cromatografia de gases (19,20,21,22).

El propSsito de este trabajo es implementar una técnica mis
precisa para la determinacién de la madurez pulmonar fetal,
complementéria a las ya existentes en nuestfo medio que tie
nen el problema de presentar un elevado nfimero de falsas po
sitivas y falsas negativas que hacen necesario el esclareci
miento de técnicas mds sofisticadas como la cromatografia

de gases para su adaptacién al tipo de andlisis y muestra

con que determinamos dicha madurez (22,30).



2. GENERALIDADES

2.1 Liquido Amnibtico

Constituye un lecho de descanso para el feto durante su de-
sarrollo intrauterino, es ademds un excelente amortiguador
de golpes y movimientos que pudieran dafiar su cuerpo y du--
rante el parto actfia como una cufia hidrostdtica entre el
cuerpo fetal y las paredes vaginales (31). Antiguamente se
pensaba que el liquido amnibético, debido a su aspecto esta-
ba formado principalmente por orina fetal; posteriormente
se desarrollé la idea de que el liquido se renovaba por de-

glucidn (32).

Mediante expérimentos complejos se ha logrado saber que el

liquido amnibtico se encuentra en permanente intercambio



con-las circulaciones materna y fetal en diversas proporcio
nes segfin la edad gestacional (fig ). Observandose dentro

de la din&mica madre - feto =~ amnios una diflisis de flui--~
dos maternos hacia el amnios, esta variacién de intercambio
hidrico se demostr6 por medios radioisotSpicos concluyéndo-
se que el volGmen total se suple totalmente en sélo tres ho
ras. Este recambio se considera un importante mecanismo re

gulador del metabolismo hidrico fetal.

12 semanas 40 semanas
L.A L.A
mL/hn.
70 5 150 500
‘M . 100 R F N 3500 - M
- L4 ¥ hat

M = madre , F = feto , L.A = Liquido amnidtico.

Para la formacién del lfiquido amnibtico contribuyen ademéds
de este recambio madre - feto - amnios, las secreciones fe-
tales de las glindulas salivales, mucosa bucal, faringe,
trdquea, pulmones y las membranas amniéticas, el volumen es-

también variable y. fluctfia de 50 ml aproximadamente en la



semana 12, hasta 1000 ml en la semana 38 del embarazo. ILa
composicibn del liquido amni6tico es de 98-99% de agua y de
1-2 % de material s6lido inorgénico y orgédnico. En el mate
rial s6lido inorgédnico se encuentran los electrolitos (Na,
-CL, Mg, K, Ca, ZIn, S, Mn, Sn, Cu, Fe) que muestran gran ten
dencia a pasar del liquido al feto y los gases 02 Y Cdz que
poseen una presidén equivalente a la encontrada en tejidos
superficiales del feto permite su libre paso de estos al

amnios contribuyendo asi en el equilibrio &cido - base.

Dentro del material orgdnico se encuentra el &cido l4ctico
que es excretado por el rifi6n fetal, este &cido reacciona
con el NaHC03 del medio interviniendo también en la regula-
ci6n del pH se encuentra tambié&n glucosa, que pasa por el
corioamnios y el cord6n umbilical asi como por via renal fe
ﬁal. Se han encontrado ademis, proteinas, aminodcidos, &ci.
do Grico, urea, lipidos, carbohidratos, vitaminas, enzimas,
bilirrubinas y hormonas, cada cual determina de diversas ma
neras y con enfoques diferentes en cuanto a los 6rganos en
desarrollo pero todos buscando un punto de relacién que pro
porcione mejores indices en la evaluaci6n de la madurez fe-

tal (33).

Durante los Gltimos afios se ha incrementado la investiga---
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cibn hacia los pardmetros que determinan la madurez pulmo--
nar fetal con un gran porcentaje de certidumbre, estas in--
vestigaciones estan enfocadas en gran parte hacia las frac-
ciones lipidas existentes en el liquido amniético como la
-fosfatidilcolina, la esfingomielina, la fosfatidiletanolami
na, la fosfatidilserina, el fosfatidilinositol, el fosfati-
dilglicerol, ésteres de colesterol, triacilgliceridos y

fracciones de &stas como los &4cidos grasos (1-30).

La fraccién mids estudiada es la fosfatidilcolina fraccién
lipida principal en un material surfactante aislado de se--
creciones bronquiales y presente también en liquido amnidti
co, la calidad y cantidad de éste material estan estrecha--
mente relacionados con la madurez bioquimica pulmonar del
feto, puesto que es producido en los cuerpos laminares de
los neumocitos tipo II, células que se incrementan previa--
mente a la aparicifn del surfactante en el sistema respira-
torio fetal (17,18,29) este surfactante tiene la propiedad
de disminuir la tensifén superficial en la interfase aire
liquido que recubre la superficie de los alveolos y estable
ce un equilibrio entre las fuerzas negativas (presién ins--
terticial, presifn hi&rostética y presién coloidosmotica)
que oprimen los alveolos y la fuerza interna, positiva, de

estos (presi6én onc6tica) si se conserva este equilibrio se-
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rd mds ficil la entrada de aire a los alveolos pulmonares.-
Se sabe que estos fosfolipidos constituyen un 90% del mate-
rial surfactante y son de origen fetal porque no pueden
atravesar placenta, ademds se conoce que no toda la fosfati
dilcolina es surfoactiva sino que existen fosfatidilcolinas
de otras fuentes que difieren de la fosfatidilcolina surfac
tante en el tipo de &cidos grasos esterificados en su grupo
glicérido, la fosfatidilcolina surfactante al término de la
gestaci6n es la dipalmitoil-fosfatidilcolina, es decir, los
dcidos grasos esterificados son dos moléculas de &cido pal-
mitico y en la fosfatidilcolina surfactante mds abundante
en edades tempranas del embarazo es la molécula de miristo-
palmitoil-fosfatidilcolina, los &cidos grasos esterificados
en ésta molécula son el 4cido miristico y el &dcido palmiti-
co, las vias biosinteticas productoras de las fosfatidilco-
linas surfactantes son de gran importancia en la calidad
del material surfactante. La fosfatidilcolina se sintetiza
por cinco rutas conocidas pero las mds importantes al térmi

no del embarazo y en prematuros son las siguientes:
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I Sistema fosfocolintransferasa

Citidin difosfatocolina Dipalmitoil

(CDP colina)
i gosfatidil

C -0 - B - diglicérnidos colina
II Sistema metiltransferasa

Fosgatidiletanolamina Palmitoministoid -

+  emeeeeea §osfatidileolina

3 CH3 (de metionina)

En la ruta I, la acilacién del a - B - diglicérido es ines-
pecifica por lo que los &cidos grasos de cadena larga intro
ducidos en estas posiciones pueden ser de primordial impor-

tancia en la sintesis del surfactante pulmonar.
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2,2 Acidos Grasos

Los &cidos grasos son compuestos orgénicos formados por car
bono, hidr6geno y oxigeno y constituyen una parte primor---
.dial de la mayoria de los lipidos que junto con los carbohi
dratos y proteinas forman parte de la alimentacidn esencial
humana, cumplgn ademds importantes funciones bioquimicas co
mo la de material de reserva de gran contenido energético y
forman parte en la estructura de las membranas celulares.
Se encuentran formando parte de los lipidos en forma satura
da, mono y poliinsaturada, razbén por la cual, al extraerse
los lipidos de los tejidos y liquidos corporales se hard ba
jo una atmésfera inerte y a bajas temperaturas para impedir
oxidaciones, los &cidos grasos se encuentran libres y como
ésteres y en complejos moleculares proteinicos en forma 1&-
bil. Algunos de los lipidos de los que pueden obtenerse
&cidos grasos por hidr6lisis son los siguientes: grasas,
ceras, fosfolipidos, .derivados de glicerofosfitidos, deriva
dos de fosfato de esfingosina y de los lipidos no fosforila
dos como los cerebr6sidos, glucolipidos, sulfolipidos, gan-
gli6ésidos, proteolipidos y esteroides. Los &cidos pueden
ser de las formas siguientes saturados, de f6rmula general
Cn H2n 02 y se presentan en dos series; cadenas de nfimero

impar y de nfimero par de &tomos de carbono, ocurriendo con



mayor frecuencia en la naturaleza los 4cidos grasos de cade

na de ntmero par de &dtomos de carbono. Estos &cidos grasos

saturados presentan numerosas conformaciones por la gran li
1)

bertad de rotacibn que poseen por su tipo de enlaces (figu-

ra).

CH3 - CH, - (CHZ)m - CHZ -,? =0
OH

F= == me-e= 3 glAT T m o= m

—— - - e = @ -

111°

D et el T U —

Se presentan ademis &cidos grasos de cadena ramificada en
las ceras y también &cidos grasos con grupos hidroxilo y ce
to de gran importancia bioquimica. Los &cidos grasos insa-
turados, se caracterizan por presentar dobles ligaduras y

por cada una de estas disminuye su férmula general en dos
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dtomos de hidr6geno, pueden ser monoenicos,dienoicos,tri-
enoicos y polienoicos. Se citan en la literatura algunos
dcidos representantes de los dcidos acetilénicos (triple 1i
gadura) pero son menos comfnes. Presentan isomeria geométri ,
‘ca ( cis y trans ) y de posicién,estan mis limitados en su

movimiento por la rigidez de los dobles enlaces (figqura).

GHs-CHz-(CHzln-CH = CH -(CHZ)n - CH,- 9 =0
oH

o
o 1.54a
N [
1
Vo
1
1

Cis

Trans

Tanto los &cidos grasos saturados como los insaturados se pre
sentan en el modelo de menor .energifa, por las diversas formas
isoméricas y la orientaci6n de sus grupos se presume la im-

portancia que tienen en la estructura de las membranas
1
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celulares.

Propiedades fisicaé.

Punto de fusién. Los &cidos grasos con nfimero par de &tomos
de carbono tienen una linea de puntos de fusi6n difernte a
la de los 4cidos grasos de .nfmero impar. Los dobles enlaces
bajan el punto de fusi6n y las formas cis tienen un punto
de fusi6n mis bajo que las formas trans.

Los dcidos grasos pueden presentar dos o mis formas crista-
linas segfin la temperatura y el disolvente empleado para su
cristalizacién.

La solubilidad de los 4cidos grasos disminuye al aumentar
la longitud de la cadena pero aumenta con la temperatura.
Son solubles en diversos disolventes orgdnicos, ésta solubi
lidad es de importancia en los métodos de aislamiento y pu-
rificacién.

Los puntos de ebullicifén crecen conforme aumenta la cadena
y los &steres metflicos son mis estables y tieqen un punto
de ebullicién aproximadamente 30°C mis bajo que el &cido

graso respectivo.

Propiedades qufmicas.

Los &cidos grasos pueden presentar reacciones de esterifica
cibn, halogenacién, hidrogenacién u oxidacién. Pueden for-

mar sales con metales y. especialmente con los alcalinos Na¥
y K+ que son solubles en agua y actudn como agentes emulsio

nantes y limpiadores, estas sustancias se conocen como jabo
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nes que poseen propiedades surfactantes y forman micelas
en el agua que se estabilizan por fuerzas hidrofébicas, es
ta acci6n guarda relacibn con la presencia de grupos hidro
solubles y liposolubles en una misma molécula. El &cido
palmitico y el &cido estelrico por si solos tienen propie-
dades surfactantes por la capacidad que tienen de formar
monocapas moleculares sobre las superficies donde se en-

cuentren.

Biosintesis.
La ruta de biosfntesis de &cidos grasos en los tejidos es

la siguiente :

Reaccién global .
8 acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH + 14 H' —---- >

---% CH,(CH,),,COOH + 7 CO, + 8 CoA + 14 wapet + 6 H,0

2)14

La biosfintesis por etapas es :



1§

+ CO2 + ACP-SH

Ciy coon co, CH,
(] ] :

C=0 4+ - S========3 =

; s TRy F v

1 1 \J

ACP -§  ACP-S-C=0 ACP-SH CH,
]

ACP-§-C=0

----- -Hidroxibutiril-

s-acp + Nappt

CH NADPH napp’ CH

v 3 ¢ 3

1] 1

C=0 + CH-OH

1 H e 5 1]

1 N 1

cH, ci,

il [}

1 -G -=
ACP-S—t0 ACP-S-C=0

D- -Hidroxibutiril-S-ACP - Hzo g=====2 Crotonil-S-ACP
?H3 H20 ?H3
L}
CH-OH . CH
1 N n
L} L}
?Hz CH

1 )
ACP-S-C=0 ACP-5-C=0
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Crotonil~§~ACP + 2HT g=========* Butiril-S~ACP
CH, NADPH Napp” CH,y
] 1
1 1
CH + CH
" H Y 1 2
CH N CH
! 12
ACP~S~C=0 ACP~S~C=0

Estas mismas reacciones se efect@an cada vez que la molécu-
’ . L

la de 4cido graso se elonga en dos &tomos carbono cambiando

las enzimas utilizadas en cada etapa, segfin los precurso-

res y antecesores,
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2,3 Cromatogragia de gases,

Para la separacién y andlisis de sustancias de caracteris~
ticas peculiares es necesario el empleo de métodos versati
les, confiables y rédpidos. Los métodos cromatogrdficos cum
Plen con estos requisitos.

La palabra cromatograffa proviene de los vocablos "kroma-
thos = color y graphos = escritura" dados por Tswett, bio-
quimico ruso el cual efectud en 1906 las primeras separa-
ciones cromatogrificas a partir de un extracto de pigmentos
coloreados eluido dentro de una columna empacada con peque
fias particulas porosas. El resultado obtenido fue una serie
de bandas coloreadas correspondientes a los diferentes cons
tituyentes del extracto. Aunque el término continfla emplean
dose no es precisamente por el color que se logra la iden-
tificacidn de las sustancias, sino por las interacciones
que se efectfian entre las moléculas a separar y los materia
les de soporte o elucién empleados en las diferentes modali
dades de cromatografia existentes.

De todos los métodos cromatogrificos, la cromatografia de ga
ses es el m&s adecuado para la separacibén de §cidos grasos
ya que estos presentan propiedades fisicoquimicas muy si-
milares entre si ( ej.; la presencia de una doble ligadura)

lo que hace muy dificil la separacifn. En este tipo de
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cromatografia tenemos dos modalidades; sistema gas-s6lido
y sistema gas-l1iquido, en ambos, la separacién se efectda
haciendo pasar la muestra en fase de vapor dentro de una
columna finamente empacada con pequefias particulas porosas
de gran superficie de contacto. En el sistema gas-sélido "
se efecta el fen6meno de adsorcifn entre las moléculas a
separar y las particulas del empaque y en el sistema gas-
liquido se presenta el fen6meno de particifn. En este Glti
mo, las particulas del soporte se encuentran recubiertas
por una delgada pelicula de iiquido de punto de ebullicién
elevado, estableciéndose un coeficiente de jreparto de las
moléculas a separar disueltas en la capa liquida y en la
fase gaseosa, éste coeficiente de reparto es caracteristi-
co para cada sustancia cuando se mantienen fijas las con-
diciones de trabajo. En nuestro sistema gas-lfgquido se pre
sentan un determinado nGmero de variables que para ser ana
lizadas se considerd que la columna donde se lleva a cabo
la separacién real se comporta como una columna hipotética
consistente de una serie de unidades distintas ("Platos")
unidas entre si, de modo que la adiciénf%épida de una can-
tidad de gas portador al primer plato, origina que se for-
me una fase compacta de gas que se transfiere instanténea-
mente al siguiente plato. El tiempo durante el cual los

compuestos permanecen en cada plato son tan cortos que no
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debe haber ninguna mezcla por difusién de los contenidos
de los platos adyacentes. En estas condiciones, al poner
una muestra problema al primer plato, el gas portador cir-
culante eluiré el problema hacia el final de la columna
hasta que éste surja del dltimo plato. Sin embargo, duran-
te la eluci6n se extenderd una banda de vapor entre plato
y plato, produciendo ensanchamiento del compuesto separado
a su paso por la columna de manera simétrica y por lo tan-
to su perfil de concentracibén tendrd la forma de una curva
gaussiana. La amplitud de este ensanchamiento depende del
nimero de platos presentes en la columna. El nimero de pla
tos (N) se obtiene trazando dos tangentes sobre la curva
(figura 1). En donde "Y" es la longuitud de la linea base
cortada por las dos tanguentes y "X" es la distancia del
punto de inyeccifén a la cima de la curva. El nfimero de pla

tos tebfrico se calcula mediante la expresién:

2

= (16-~Er—-
N=(16 W, )
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Aho;a‘bien, el melor indice para valorar la eficiencia de
la columna en determinadas condiciones es la altura equi-
valente~a un plato tebrico (AEPT), el cual se define como
la longuitud de la columna necesaria para iograr el equi
librio entre la fase gaseosa en movimiento y la fase 1li--
quida estacionaria. Este parfmetro se obtiene en la pricti
ca dividiendo la longitud de la columna entre el nfimero de

platos tebrico. Este indice se obtiene con la formula:

AEPT = --Z2--

En donde:

AEPT = altura equivalente a un plato tebrico.
L = longitud de la columna cromatogrédfica.
N = nfimero de platos.

La ecuacifm desarrollada de Van Deemter nos permite reali-

zar un estudio m&s completo sobre la eficiencia de la co~

lumna:
AEPT = 23} dp + m~mmr===-- + = - -~ ¥
7 02 (1+k")2 Dlig,
En donde:
AEPT = altura eguivalente a un'plato tebrico.
A = variacién del empaque.
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dp = diédmetro de particula del soporte s6lido.
¥ = factor de correccibén para las desviaciones del gas

por los canales de la columna.

Dgas= difusién del soluto en la fase gaseosa.
K' = coeficiente de distribucién.
df = grosor real de la fase'lfquida que cubre las particu-

las del soporte.
Dliq= difusién del soluto en la fase liquida.
%" = velocidad lineal promedio del gas.
Simplificando esta £f6rmula tenemos la ecuacibén original de

Van Deemter:

AEPT = A + ~-5- + cf
En donde:
A = ensanchamiento de los gases o difusién par&sita.
B = difusi6n molecular.
C = resistencia a la transferencia de masa.

=
]

velocidad lineal promedio del gas.

Al graficar los valores de AEPT contra obtenemos una hi-
pérbola (figura 2), la cual nos sirve para localizar el va-
lor minimo de AEPT correspondiente al'qujo 6ptimo al cual

una columna opera con la mayor eficiencia.
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difusifn molecular B
transferencia de masa C

difusi6n pardsita A

v

figura 2
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3. MATERIAL Y METODOS .
3.1 Muestra biolbgica.

Liquido amni6tico perteneciente a pacientes normale a pa-
cientes normales y algunas con patologia asociada cuyas eda
des fluctuaron de 17 a 38 afios y con embarazos de 28 a 43
semanas, obtenido mediante amniocentesis abdominal y vagi-
nal, libre de sangre y meconio. El lugar de puncién se lo-
calizé por ultraecosonograffa con el fin de obtener la mues
tra con el menor riesgo posible de dafio al feto.

Las muestras se distribuyeron en dos partes:

a) noventa de los liquidos amniéticos se reunieron en una
mezcla homogénea para realizar la estandarizacibn de la téc
nica, b) se colectaron 45 lfquidos amnibticos correspon-
dientes a 42 pacientes los cuales se analizaron individual-
mente con el f£in de observar en la poblacidn local la utili

dad de la prueba.
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3.2 Equipo de Laboratonrio.

Tubos de centrffuga redondos de 50 ml con tapén esmerilado.
Probetas de 50 y 100 ml.

Pipetas serélégicas de 5,10 y 25 ml.

Termometro de -10°C hasta 200°C.

Embudos de separacién de 125 y 250 ml.

Tubos de centrifuga c6nicos de 50 ml.

Matraces aforados de 50 ml.

Tubos de centrifuga de 15 ml con tapén esmerilado.

Jeringa Hamilton de 10 microlitros.

Pipetas aforddas de 25 microlitros.

Hielera.

3.3, Instrumental.

Bafio marfa, marca Blue M, modelo equipado con agitacién gra
duada, automitica.

Reloj de 60 minutos con alarma. General Electric.

Parrilla eléctrica, W.H.Curtin.

Centrifuga refrigerada de -10°C.a +25°C.

Gradilla metdlica con inclinacién ajustable.

Cromatégrafo de gases Hewlett Packard,modelo No.7620A,equi-
pado con columnas de acero inoxidable rellenas de Chromo-

sorb W ;ecubierto de Succinato de Polietilén-glicol al 15%,
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de 80 -~ 100 mallas, detector de ionizacifén de flama e inte

grador Hewlett Packard modelo 3380A.

3.4. Reactivos,

Hidroxido de potasio.

Metanol.

Cloroformo,

Heptano.

Pentano.

Trifluoruro de boro al 14% en metanol.
Aire comprimido limpio y seco.
Nitrégeno.

Gas Helio.

Agua bidestilada.

Ester metilico del &cido capréico.

" n " " heptanoico.

" " " " caprilico.

" " " " nonanoico.

" n " " céprico.

" " n "  undecanoico,
" n " " ldurico.

" n Ul " tridecanoico,

n " " " mirfstico.
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Ester metflico del &cido miristoléico.

v n n "

pentadecanoico.
palmitico.
palmitoléico.
esteérico.
oléico.

linoléico.

1linolénico.

nonadecanoico.
araquidico.
araquidénico.

behénico.

3.5, Preparacibn de estandares y soluciones,

Estandares.

En un matraz aforado de 5 ml colocar 25 microlitros de ca-

da uno de los é&steres metflicos de dcido graso en estado

liquido, de concentracién de 1 g/ml , y 25 miligramos de

cada uno de los &steres metiflicos en estado s6lido, des-

pues aforar cuidadosamente con pentano frfo, todo el pro-

ceso se realiza a bajas temperaturas,
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‘Soluci6n de KOH al 15 %.

En un matraz aforado de 1000 ml colocar 150 gr de hidréxi-
do de potasio, disolver agitando levemente, aforar con me-
tanol y filtrar en fibra de vidrio seca, previamente lava-
da con cloroformo.

Mezcla de extraccibn,

Esta se prepara poco antes de utilizarse. Estd constituida
por 56 ml de cloroformo 42 ml de heptano y 2 ml de metanol

para cada parte alfcuota de 10 ml de liquido amnibtico.
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3.6. Detenminacibn de Los deidos grasos del Liguido am-

nibtico.

En la determinacifn de los &cidos grasos del lfiquido amnié
tico son esenciales la extraccibn y la cuantificacién indi
vidual de los &cidos grasos mediante la cromatograffia de
gases.

3.6.1. La extraccién de los &cidos grasos del liquido am-
niético consta de cinco pasos- fundamentales:

Hidr6lisis.

Extraccidn.

Concentraci6n.

Metilacién.

Recuperacién de los &cidos grasos de ‘cadena larga como me-
til &steres.

3.6.,1.1., En la hidr6lisis se efetia el rompimiento de los
lipidos en sus fracciones con objeto de liberar los 4cidos
grasos, se realiza en condiciones b&sicas para evitar la
hidr8lisis de ceras y carotenos puesto que sus &cidos gra-
sos son .insaponificables. El metanol actfa como agente des
naturalizante de protefnas al disminuir el punto isoeléc-
trico de la fase apuosa.adem&s disuelve diversas fraccio-

nes oxgénicas productos de la hidr8lisis,
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3.6.1.2. La extraccifn se basa principalmente en las éifg
. rentes solubilidades de las sustancias, por regla general
un disolvente efectﬁa.mejpr sus propiedades cuando se apli
ca por separado que si se emplea en una mezcla pero cuando
es necesario mids de un disolvente, por cuestiones précti-
cas conviene el empleo de estos en mezcla si ademas se pue
:dén combinar sus cualidades apropiadamente. La mezcla de
;xfracciGn utilizada esta constituida por cloroformo, hep-
tan& y metanol en la proporcién 56:42:2 respectivaqente,
su funcién en la mezcla es: el cloroformo act@ia como el
principal agente de extraccién de los &dcidos grasos por su
selectividad mayor sobre otras sustancias orgénicas; el
‘heptano compite con el clbrofprmo en la solubilizacibn de
otras fraccidneS'orgénicas como los carbohidratos pero es
mis selectivo de estos y efect@ia una accifn purificante de
la fase clorof6rmica,ademis la estructura de sus moléculas
ayuda en la estabilizacién de las cadenas de los 4cidos
grasos y con el metanol solubilizan una porcién de los &ci

dos grasos de cadena corta.

3.6.1.3. En el paso de concentrar el extracto es importan.
te observar las debidas precauciones en la temperatura y
atmosfera de trabajo para evitar oxidaciones y descomposi-

ciones de los “dcidos grasos.
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3.6.1.4, En la metilacibén se emplea el trifluoruro de boro
como catalizador y se aplica temperatura elevada por poco
tiempo por lo inestable de los 4cidos grasos y para evitar
transformac;ones. El pentano se emplea como disolvente de
traslado por ser mds especifico para los &cidos grasos.
3.6.1.5. En el paso de recuperacién de los &cidos gfaSos
de cadena larga se emplea pentano por ser un disolvente de
gran volatilidad y solubiliza facilmente los &steres meti-
licos de'los dcidos grasos y elimina las impurezas acuosas
por ser practicamente inmiscibles, el -agua solubiliza los
dcidos grasos de cadena corta obteniéndose un extracto puro
de &steres metfilicos de &cidos grasos, la gran volatilidad
del pentano permite reducir el volGmen de anaiisis con poca
temperatura sin riesgos de descomposicifn de los é&steres

netflicos de los &cidos grasos.

3.6.2, La cuantificacibén. individual de los dcidos grasos
mediante la cromatograffa de gases esta sdjeﬁa a los paré-
metros y propiedades fisicoqufmicas que intervienen durante
el proceso, la seleccién adecuada del sistema cromatogrifi-
co proporcionard a la vez que anflisis rdpidos, confiables
por su reproductibilidad y exactitud basadas en los tiempos

de retencifn, unicos para cada compuesto bajo condiciones
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establecidas, Para la selecci6n del sistema cromatogréfico
se han de tomar en cuenta las caracteristicas fifsicas y
qufmicas de las moléculas a analizar, para evitar pérdidas
por difusién o destruccién de las muestras, esto estd muy
ligado a la recuperaci6n en la que ademds intervine un fac
tor extra, el humano; la técnica de inyecci6én o introduc~
cifn de la muestra en el sistema puesto que el volfimen de
muestra tan pequefio (microlitros) puede introducir grandes
variaciones en los reSuitados, a nivel clfnico no es préc-
tico el empleo de inyectores automiticos por redquerirse un
vol@men de muestra mayor..El gas de arrastre o portador se
selecciona tomando en cuenta también las propiedades fisi-
cas y quimicas de los compuestos, sin embargo se prefiere
emplear gases inertes como el nitr6geno que ademds es bara
to o bien se emplean gases nobles como el helio que si bien
garantiza una elucién de la muestra sin interferencias es
bastante caro 'y limita su empleo a la investigacién. La se
leccibn de la columna es lo mds importante en las considera
ciones previas al montaje de alguna determinacién por croma
tografia de gases puesto que es el corazén del cromatégrafo,
donde se efectfia la separacién de los compuestos de una mez
cla o bien la identificacifén de las sustancias problema, en

esta seleccibén influye el adecuado manejo de los numerosos
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factores~qué'éntefactuan a lo largo de la columna. El detec
tor es de v;tgigimportancia y ha de tomarse en cuenta ade-

mis de las:carégte;isticas de las sustancias el tipo de and
lisis qué_Se'quiéra realizar, en nuestro caso se empleb el
detector de~iqﬁ;zac§6n de flama, detector universal de gran
sensibilidad que nos permitié efectuar tanto andlisis cuali
tativo‘como cuanfitativo, este (ltimo realizado con la ayu-
da de un integra&or automitico computarizado empleando el

método del estandar interno.
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PROCEDIMIENTO,

3.6.1.1.

-3.6.1.1.1.

3.6.1.1.2.

3.6.1.1.3.

3.6.1.1.4.

3.6.1.2,
3.6.1.2.1.

3.6.1.2.2.
3.6.1.2.3.

3,6.1.2.4

Hidr6lisis.

En un tubo de centrifuga de tap8n esmerilado
colocar 10 ml de lfiquido amniftico libre de me

conio y sangre.

Agregar 17.5 ml de hidr6xido de potasio al 15%

en metanol.

Colocar en bafio marfa a 65°- 70°C durante 30

minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.
Extraccién.

En un embudo de separgcién de 250 ml colocar

la mezcla anterior y agragar 100 ml de la mez-

cla de extraccién y agitar energicamente duran

te un minuto cada 10 minutos un minimo de 6

veces.

Dejar reposar.

Separar la fase cloroffrmica en tubos de cen-

trffuga de 50 ml.

Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos a

una temperatura de 5°C, si no se observa doble

capa se procede a concentrar.



3.6.1.3.
3.6.1.3.1.

3.6.1.4.

3.6.1.4,1.

3.6.1.4.2.

3.6.1.4.3,

3.6.1.4.4,

3.6.1,4,4.
3.6.1.5.1.

3.6.1.5.2,
3.6.1.5.3,
3.6.1.5.4,
3.6.1.5.5.
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Concentracién.

En tubos c6nicos de 50 ml colocar la fase clo-
roférmica y evaporar a sequedad bajo corriente
de nitr6geno, a una temperatura de 50°-70°C en

4

bafio marfia.

Metilacién.

Con un volumen de 2-3 ml de pentano frio recu-
perar el concentrado y pasarlo a un matraz afo
rado de 50 ml.

Agregar 5 ml de trifluoruro de boro al 14% en
metanol. ]

Colocar el matraz en bafio marfa en ebullicién

durante 2 minutos,

Enfriar a temperatura ambiente,

Recuperacién.

Pasar la mezcla a un embudo de separacifn de
125 ml y agregar 10 ml de pentano frio.
Agitar energicamente durante un minuto.
Agregar 5 ml de agua destilada.

Agitar suavemente y dejar reposar.

Pasar la capa pentanoica a un tubo de centri-

fuga c6nico, graduado, de 15 ml.
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3.6.1.5.6, Evaporar a sequedad bajo corriente de nitrége
no y a una- temperatura de 40°~45°C, Mantener
el extracto en hielo o congelacién hasta su de

terminacién cromatogrdfica.



3.6.2,

3.6.2.1.

3.6.2,2,
3.6.2,3,

3.6.2.4.

3.6.2.5,
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Cuantificacion cromatogrdfica de los metil este-

res de acidos grasos,

Tomar el concentrado final del paso. anterior y
agregar 500Jigr del ester metflico del &cido no
nadecanoico (19:0) que se emplea como substan-
cia de referencia para la cuantificacién. ,
Agregar 0.1 ml de pentano frifo.

Con una jeringa Hamilton de 10 ul, tomar un mi
crolitro de la resuspensifn anterior e inyec-
tarlo en el cromatfgrafo de gases.

La identificacién se realiza sobre el cromato-
grama obtenido en el integrador, previamente
programado. a las condiciones de trabajo.

La cuantificacién también se realiza con ayuda

‘del integrador programado al mé&todo del estan-

dar interno. El cdlculo de las cantidades de
cada uno de los 4cidos grasos se realiza con
la f6rmula:

Y = (respuesta de ¥) (Area de ¥Y) (cant. de St)
(respuesta del St) (Area del St) A

en donde
Y = cantidad desconocida del d4cido graso y

St = Estandar conocido en cant. por area, etc,
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4, RESULTADOS .
4.1  Seleccifn de condiciones de trabajo.

En primer lugar se estableci6 el orden de salida de los
esteres metflicos de &cidos grasos tomando en cuenta sus
pesos moleculares y su grado de insaturacibén., Para esta-
blecer este orden de salida se efectué la inyecci6n de ca
da ester metflico de &cido graso por separado y en mezcla,
isotermicamente y con programacién de temperatura.

Pico Nd. E.M.A.
Caproico
Hépt&noico

Caprilico

=>= W NN

Nonanoico

wn

Caprico

6 Undecanoico
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7 La@rico
8 Tridecanoico
9 Mirfstico
10 Miristoleico
11 Pentadecanoico
12 Palmftico
i3 Palmitoleico
14 Estearico
15 Oleico
. 16. Nonadecanoico
17 Linoleico
18 Araquidico
19 Linoleico
20 Behenico
21 Araquidénico

Con este orden de salida se procedi8 a fijar las condicio-~
nes de trabajo. Con este perfil se seleccion8 el esté&ndar
interno tomando en cuenta: su posicion en el cromatograma y
su ocurrencia en la muestra a analizar., La seleccifin del

tipo de columnas,. tipo de disolventes, temperaturas apro~

piadas se efectu6 tomando en cuenta las caracteristficas de
los comupuestos a determinar.

Las condiciones experimentales elegidas fueron:
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Cromat8grafo de gases Hewlett Packard, modelo No. 7620A

Gas portador: Helio,

Flujo del gas portador. Columna A = 40.5 ml/min.

Columna B 42 ml/min,.
Temperatura del inyector: 190°C.
Columnas Ay B : 3 mts X 1/8 " de didmetro.
Soporte: Succinato de.dietilen-glicol al
15% sobre chromosorb W 80/100
mallas.
Temperatura de la columna: Temperatura programada
Ti = 150°C ; Tf = 210°C
Velocidad de programacién: 4°C/min.
Detector: Detector de ionizacién de. flama.
Témperatura del detector: 250°C,
Sensibilidad del detector: 0.03 mv.
VolGmen de inyeccifén: un microlitro.

Registrador e Integrador Hewlett Pckard mod. 3380A,

-Velocidad de registro: 0.5 cm/min.
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4.2 Tablas de neproductibilidad, sensibitidad, Lineanidad
(grdgica) y ne cuperacifn del apanato respecto al tama

io de La muestnra.

Los resultados obtenidos fueron:
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Reproductibilidad de los tiempos de retencifn de los es-

teres metflicos de acidos grasos. *

Esteres metflicos de X S

dcidos’ grasos (min) 1&3) C.V.
Caproico *'6:0 1.47 0,03 2.04 ~
Heptanoico 7:0 1.82 0.03 ‘1.65
Caprilico 8:0 2.34 0.04 "1.70
Nonanoico 9:0 3.07 0.06 1.95
Cédprico 10:0 4.11 0.08 1.94
Undecanoico 11:0 5.49 0.09 1.64
Laurico 12:0 6.82 0.09 1.30
Tridecanoico 13:0 8.47 0.08 0.95
Mirfstico 14:0 10.56 0.09 0.85
Miristoleico 14:1 12.15 0.09 0.74
Pentadecanoico 15:0 12.72 0.10 0.78
Palmitico 16:0 15.47 0.15 0.97
Palmitoleico 16:1 17.56 0.20 1.14
Estedrico 18:0 23.71 0.34 1.43
Oleico 18:1 26.72 0.40 1.50
Linoleico 18:2 32.50 0.54 1.66
Linolénico 18:3 41.75 0.60 1.44
Nonadecanoico 19:0 29.87 0.49 1.64
Araqufdico 20:0 38.04 0.70 1.84
Araquid6nico 20:4 51.55 0.31 0.60
Behénico 22:0 49.15 0.32 0.65

* = Condiciones de trabajo: Flujos, hidr6geno 47 ml/min ,
aire 450 ml/min , helio 40.5 ml/min.

Temperaturas: Detector 250°C , puerta de inyecci6n a
190°C , horno programado de 150°C-210°C.

*! = (nGmero de carbonos:Nimero de dobles enlaces).
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Reproductibilidad de la concentracién (ug/nl) de los éste-

res metflicos de §cidos grasos. *

Esteres metflicos de X s c.v.
‘8cidos grasos ~ &)
*T 630 4.80 0.52 10.8
7:0 4.79 0.43 9.0
8:0 4,80 0.44 9.2
9:0 4,79 0.55 11.5
10:0 4.95 0.43 8.7
11:0 4,88 0.35 7.2
12:0 4.94 0.37 7.5
13:0 4.81 0.43 9.0
14:0 4.72 0.30 6.4
14:1 4.80 0.29 6.0
15;0 4.81 0.23 4.8
16:0 4.89 0.18 3.7
16:1 4.88 0.15 3.1
18:0 4.96 0.16 3.2
18:1 4,91 0.34 7.0
18:2 5.56 0.34 61.1
18:3 5,25 1.47 28.0
19:0 5.00 0.00 0.0
20:0 4.81 0.23 4.8
20:4 4.89 0.56 11.5
22:0 4,97 0.20 4.0

* = Condiciones de trabajo: Flujos, hidr8geno 47 ml/min,
aire 450 ml/min, helio 40.5 ml/min,

Temperaturas: Detector 250°C, puerta de inyeccién a
190°C, ‘horno programado de 150°C a 210°C.

*' = (NGmero de carbonos: Nfimero de dobles enlaces).
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Sensibilidad del cromatSgrafo de gases en la determinacibn

de los ésteres metflicos de acidos;gfaSOs. *  n=40

No. de &tomos No. de moles No; de moles del Partes
de Carbono de detectadas ‘gas portador por millén
E.M.A.G. (x10°8) (X 1072) (PepoThe)
6:0 3.84 66 58
7:0 3.47 101 34,3
8:0 3.16 137 23,0
9:0 2.90 152 19.0
10:0 2.69 206 13.0
11:0 "2.50 242 10.3
12:0 2,33 282 8.3
13:0 2,20 344: 6.4
14:0 2.06 272 7.6
14:1 2.08 145 14.3
15:0 1.95 253 7.7
16:0 1.85 322 5.7
16:1 1.86 434 4.3
18:0 1.76 474 3f7
18:1 1.77 458 3.9
18:2 1.78 579 3.0
18:3 1.80 608 3.0
19:0 1.68 423 3.9
20:0 1.60 615 2.6
20:4 1.64 525 3.1
22:0 1.53 391 3.9

E.M.A.G. = Esteres metflicos de los &cidos grasos.

* = Condiciones de trabajo:.Flujos, hidr6geno 47 ml/min,
aire 450 ml/min, helio 40.5 ml/min.

Temperaturas: Detector 250°C,puerta de inyeccién a 190°C,
horno programado de 150°C a 210°C.
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Linearidad de los esteres metflicos de los dcidos grasos.*

Esteres Metflicos Rango de linearxidad ng/ul
de ‘dcidos grasos

Concentracién Concentracibn

minima m&xima

" 630 0.016 5

7:0 0.008 5

8:0 0.08 5

9:0 0.016 5
10:0 0.016 5
11:0 0.032 5
12:0 0.032 5
13:0 0.032 5
14:0 0.032 5
14:1 0.5 5
15:0 0.5 5
16:0 0.5 5
16:1 0.5 20
18:0 1.0 20
18:1 1.0 20
1832 1.0 20 *
18:3 2,0 20
19:0 1.0 20
20:0 2.0 20
20:4 2.0 20
22:0 2.0 20

* = Condiciones de trabajo:; Flujos, hidr8geno 47 ml/min,
aire 450 ml/min, helio 40.5 ml/min,

Temperaturas: Detector 250°C, puerta de inyecci6n a
190°C, horno programado de 150°C a 210°C.
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Linearidad, Se determing el umbral de respuesta minima para
cada écido.graéo, las grdficas se obtuvieron con un totdl de
12 puntos en el rango de concentraciones sigquiente: de 0,004
ﬁg/ﬁl en los A4cidos grasos de menos de 16 Atomos de carbono
v hasta Zoiﬁg/ﬂl en los dcidos de 16 o mis &tomos de carpono.
Las grdficas obtenidas fueron similares en pendiente, sin ob-
servarse variaciones por las diferentes longitudes de las ca-
denas de los &cidos grasos.La grdfica que ejemplifica los re-
sultados se trazé con los datos del &cido nonadecanoico, sus-
tancia de referencia empleada para la cuantificacién.Los valo

res obtenidos son

nghl respuesta
0.004 ——————————
0.008 e m——————
0,016 W ~mm=- e
0,032 -
0,0625 trazas
0.125 trazas
0.250 trazas
0.500 trazas
1.000 4319
2,000 78385
3,000 103147
4,000 176632
5,000 190559

20,000 1052338

El tipo .de grdficaes :
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Recuperacifn de los dcidos grasos durante el proceso. (hidr6
lisis, extraccién, metilacifn, y determinacién cromatogri-

fica)., ( n = 20, para cada 4cido graso)

No. de ftomos de carbono Porcentaje
de los E.M.A.G.+ de recuperacifn

*!' 6:0 1.0507
7:0 1.2020
8:0 1.3670
9:0 3.1260
10:0 7.9500
11:0 12.5280
12:0 27.0510
13:0 34,4860
14;0 44.3370
14:1 31.9850
15:0 57.8250
16:0 80.0910
16:1 57.8310
18:0 118.4580
18:1 82,7170
18;2 68.9300
18:3 78,2890
20:0 112.7200
20:4 77.1000
22:0 246.8860
Acidos grasos totales en L.A. 57.3550

+ = Esteres metilicos de &cido graso.
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% de §cido palmitico (16;0)*

Pacientes

Normales

Con patologfa

18

% de &c.palmitico

mayor de 35

nmenor de 34.9

% de frecuencia

77.7

66,6

*# =(nfimero de &tomos de carbono: nfimero de dobles enlaces)

Relacifn dcido palmftico/dcido mirfstico,

(16:0)* /

P/ M

(4:0)¥

Casos

Normales

Patologicos

Relacién P/M

mayor de 10

menor de 10

% de frecuencia

65

60

*

= (nGmero de 4tomos de carbono

: ndmero

de doblgs enlaces).
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Relacién §cido palmitico/dcido estedrico

P/E
Casos Normales Patol6gicos
15 14
Relacién P/E Mayor de 6.5 Menor de 6.5
Frecuencia 75 & 60 %

Distribucién de casos normales y patoléglcos por edad
estac1ona1. : .

Semanas 28 =32 33 - 37 38 - 43
n 1 8 20
: ; *
Normales 0 0 15
Con
patologfa 1 8 5

# = fallecieron 2 por causas diferntes a las patologias
consideradas.
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% de &cido palmftico,relaciones palmitico/estedrico,palmi-

tico/ mirfstico y fosfatidilglicerol (Fg) en pacientes em-

barazadas con patologfa a diferentes edades de gestacidn.

. Relacién
semanas (% de 4ci- :
n de dec:palmf- [Palmftico| Palmitico| Fg | Patologia:
gestacién (tico. '
Estedrico|Miristico .
] soinmuniza
1 30 19'29 5.35 7'9 - ahdti_Rh (_)
2 33 6.5 3.6 ~ [fox.Severa
3 34 55.27 20.3 + [fox.Severa
4 35 5.4 35 - [fox.severa
5 35 16.37 1.34 11.4 '+ | Diabetes
6 36 - 6.04 2.6 + | Diabetes
7 36 29.72 | 5.7 8.2 - [rox.Severa
8 37 6,32 3.0 + | Diabetes
Tsoinmunizal
9 37 32.76 3,57 14.0 + .i6n Rh (=)
Polihidram-~
10 39 11.3 8.16 + hios.

11 39 53.2 6.21 12,04 | + [fox,Severa
12 39 12.4 12,04 -+ | Diabetes
13 a1 31,9 7.72 12.22 | + [rox.Severa
14 41 16.8 2.09 2.85 | + |Diabetes.
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5.0 CONCLUSIONES.

De los anflisis efectuados podemos concluir que la adapta-
ci6n de nuevos instrumentos y métodos en los andlisis cli-
nicos proporcionan cada vez mis seguridad en los resulta-
dos, dejandose ver que lo sofisticado de una técnica es
mis bién su no comprensién para su aplicacifn a cualquier
nivel, son muchos par&metros de los que el quimico~¢linico
o persona responsable de estos, puede valerse para facili-
tar sus investigaciones, nuestra determinacién de &cidos
grasos se ve limitada a la investigacién en nuestro medio
debido a estos factores. No obstante el escaso nfimero de
determinaciones efectuadas puedé apreciarse la validez del
método, por su sensibilidad, reproductibilidad,exactitud,
linearidad y que los resultados negativos pueden atribuir-

se a la secuencia en donde interviene el factor humano.
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Los resultadds obtenidos concuerdan con 13 mayoxrfa de traba
jos anteriormente realizados por otros autores (1,2,3,13,14
17,19,20,21,27,29,30) para los porcentajes de recuperacién
de los dcidos grasos y las variaciones que se presentan en
estos alin cuando no sean técnicas identicas-u objetivo simi
lar.

No es posible presumir que la determinacién de &cidos gra-
sos por si sola aporte datos suficientes en la prediccién
de la madurez pulmonar fetal, tal vez si la casuistica au-':
mentara podria cambiarse nuestro aspecto cualitativo y com-
probar que este anflisis debe formar parte de la bateria de
pruebas con las que actualmente se hacen dichas prediccio- .

nes.
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6.0 RESUMEN.

Se realiz6 una breve revisifn acerca de los origenes compo-
sicién e importancia del 1lfquido amniético durante el desa-
rrollo fetal, la representacién que tienen los parémetros
en &1 determinados y la conveniencia de estos andlisis en
embarazos considerados de alto riesgo respecto a embarazos
normales,se revis6é también el origen y caracteristicas de
los &cidos grasos en €1 encontrados y la forma m&s conve-
niente de detectarlos. Se explica también los fundamentos
bédsicos de la cromatograffa de gases, método adecuado para
esta determinacién (33) y la utilizacién de métodos de cuan
tificacibn electrfénica que permite la identificacién y cuan
tificacién de mis de un compuesto a la vez.

Se realizaron pruebas para establecer un control de calidad



57

mediante mezcla de estandares de &cidos grasos de 6 &tomos
de carbono hasta 22 &tomos de carbono entre ellos algunos
insaturados de interes biolégico como el oleico, linoleico
linolénico y araquidénico, el interes de éste estudio se
centro en los 4cidos palmitico, mirfstico, y esteirico com- .
parando las posibles relaciones entre ellos pero admitiendo
que nuestros datos son s6lo presuntivos por carecer de un
niimero suficiente y representativo. los valores obtenidos

son los siguientes:

Reproductibilidad; los dcidos miristico, palmfitico y ested
rico presentaron una dispersién de 0.30, 0,18 y 0,16 respec

tivamente.

Exactitud,presento valores de dispersién de 0,09, 0.18, y
0.34 respectivamente,
N
\.
Sensibilidad,presento valores de 7.6, 5,7, y 3,7 partes por

millén respectivamente.

Lineanidad, se mantuvé en el rango de 0.5 pg/pl hasta valo~

res de 20 ug/ﬁl.

La recuperacién, presento valores de 44.337 % , 80,091 % y
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118,.0 % respectiyamente,

El total de lfquidos amnib6ticos analizados correspondieron
a 47 embarazadas, 2 de ellas normales, de parto a té€rmino y
las 45 restantes presentaron patologia asociada al embarazo
se obtuvé un valor umbral de 35% para el 4cido palmftico y
relaciones de 10 y 6,5 para palmftico/mirfstico y palmftico
estedrico respectivamente. Se deshecho la idea de obtener
medias (X"} aritméticas que apoyaran estos yvalores,por
ser muy variadas las patologfas. Fué posible observar un
marcado descenso en los valores de §cido palmitico en los

ligquidos que pertenecian a embarazadas diabéticas,
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