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Resumen

La diabetes gestacional representa la principal
alteracién metabdlica durante el embarazo, afectando
al 17.7% de los embarazos en México. La
importancia clinica de esta patologia radica en las
complicaciones a corto y largo plazo que afectan a la
madre y al producto como lo son el desarrollo de
diabetes, obesidad, hipertension 'y sindrome
metabdlico. La diabetes gestacional se diagnostica
entre la semana 24 a 28 de gestacion mediante la
realizacion de una curva de tolerancia a la glucosa.
Recientemente, gracias al estudio de la metabolémica
se han descubierto diversos biomarcadores que han
permitido un mejor entendimiento de las vias
metabolicas y metabolitos que derivan en el
desarrollo de la diabetes gestacional y que pueden
ayudar a desarrollar técnicas y herramientas para el
diagnostico temprano de esta patologia en etapas
tempranas de la gestacion. La metabolémica dirigida
ofrece una ventaja para la evaluacion y analisis
enfocados a preguntas especificas y particulares para
evaluar de wuna manera mas eficaz perfiles
bioguimicos y moleculares en estados patoldgicos y
no patoldgicos. Evaluar el perfil de acilcarnitinas en
etapas de la gestacién en mujeres que desarrollan
diabetes gestacional, empleando un enfoque
metabolémico dirigido aporta la posibilidad de
evaluar e identificar aquellos  potenciales
biomarcadores clave en el desarrollo de esta

Abstract

Gestational diabetes represents the main metabolic
alteration during pregnancy affecting around 17% of
pregnancies in Mexico. The clinical relevance of this
pathology is the short and long term complications
such as: obesity, diabetes, and hypertension; that
affect mother and child. Gestational diabetes is often
diagnosed between weeks 24 to 28 of gestation
through an oral glucose tolerance test. Recently,
diverse metabolomic approaches have unveiled a
variety of biomarkers that have been key to a better
knowledge of impaired metabolic pathways and
metabolites that play a role on the onset and
development of gestational diabetes; allowing new
techniques and diagnostic tools to emerge in order to
assess the development of this pathology on early
pregnant states. Targeted metabolomics offers a great
advantage in the assessment and analysis of
metabolic profiles on healthy and pathological states
focused on particular and specific questions. In
particular, the assessment of the acylcarinitne profile
on early pregnancy stages in women who will
develop gestational diabetes using a targeted
metabolomics approach gives the possibility to
evaluate and identify potential metabolic biomarkers
key on the development of this pathology. It also
gives the opportunity to establish and analyze the
correlation between acylcarnitines,
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patologia y su relacion con alteraciones en la
oxidacion de &cidos grasos, aminoacidos, asi como la
resistencia a la insulina.

Palabras claves: metabolémica, metabolémica
dirigida, espectrometria de masas, acilcarnitinas,
diabetes gestacional

Keywords: metabolomics, targeted metabolomics,
mass  spectrometry, acycarnitines,  gestational
diabetes

Introduccion

La metabolomica se puede definir como la rama
de las ciencias Omicas centrada en el estudio de
metabolitos (tanto enddgenos como exdgenos)
presentes en sistemas bioldgicos con el objetivo de
proveer informacidn comparativa ya sea cuantitativa
0 semi-cuantitativa sobre los metabolitos presentes
en dichos sistemas (1). Un metabolito se define como
cualquier compuesto organico de temporalidad
variable de bajo peso molecular (aproximadamente
entre 50-1,500 Da) y que esta involucrado en
procesos bioldgicos (generalmente involucrado en
rutas metabélicas ya sea como sustrato y/o producto)
(2). Al conjunto de metabolitos presentes en una
célula, tejido o muestra biolégica en un tiempo
determinado se le denomina metaboloma (conjunto
de reacciones anabdlicas y/o catabolicas) (1, 2). Por
lo tanto, el estudiar el metaboloma provee un
panorama del fenotipo caracteristico de un sistema
biolégico. ElI metaboloma permite entender las
interacciones rio debajo de los procesos
transcriptdmicos y proteémicos y por ende se
considera como una ciencia émica complementaria
gue mejor modula y representa el fenotipo molecular
en la salud y la enfermedad en cualquier punto en el
tiempo (3).

La ventaja del estudio de la metaboldmica sobre
otras ciencias dmicas (como la genémica) es su gran
habilidad para evaluar y elucidar el efecto de
diversos factores genéticos y ambientales, para
obtener un perfil sobre condiciones fisiopatoldgicas
en un punto de tiempo especifico (4, 5). Debido a que
el metaboloma desempefia un papel importante en las
funciones celulares en los organismos, surge la
necesidad de tener un mejor entendimiento para
elucidar sus funciones especificas y el rol que
desempefia en la fisiopatologia de enfermedades de
interés (2). Esto se logra a través del abordaje e
implementacién  de  diversas  técnicas  de
metabolomica para la identificacion de aquellos
metabolitos y rutas metabdlicas que se ven alteradas
0 juegan un papel importante en fenotipos
particulares y posteriormente integrar los resultados
obtenidos empleando estudios bioldgicos funcionales
y/o mecanisticos.

Las principales técnicas empleadas para la
identificacion y evaluacion de metabolitos se enfocan
principalmente en obtener enfoques generales
(metabolémica no dirigida, la cual permite evaluar el
perfil metabolomico global) y particulares
(metabolémica dirigida, la cual determina el perfil
metabolémico cuando se tienen conocimientos y
preguntas especificas a priori sobre una condicion)
empleando técnicas de espectrometria de masas (2).

Espectrometria de masas en metabolémica

La espectrometria de masas (MS por sus siglas en
inglés mass spectrometry) consiste en una técnica y
plataforma Optima para andlisis de metabolémica
debido a que provee una alta versatilidad,
reproducibilidad y sensibilidad para la determinacién
de metabolitos de interés (6, 7). Esta informacion se
obtiene bajo el fundamento de medir la relacién
masa/carga (m/z) de los iones que se forman
posterior a un proceso de ionizacién (en donde se
induce un cambio en la pérdida o ganancia de
especies neutras) (7). La muestra que se introduce en
un espectrometro de masas (la cual comprende una
mezcla compleja de metabolitos a analizar) puede ser
introducida al equipo de MS de manera directa o
empleando técnicas de separacién previas (ya sea
empleando técnicas de cromatrografia liquida o de
gases) (8). Una inyeccion directa de la muestra es el
método de preferencia para estudios de
metaboldmica de alta resolucién pues este tipo de
estudios busca evaluar y analizar la totalidad del
metaboloma (metabolémica no dirigida). Sin
embargo, debido a que miles de iones pueden
encontrarse presentes en la muestra, una separacion
previa mediante métodos cromatograficos ayuda a
lograr una mejor identificacion de metabolitos antes
de que éstos sean analizados por técnicas de MS.
Esto es debido a que este proceso previo minimiza
supresion de sefial al momento de ser detectadas por
el MS; logrando asi una mayor sensibilidad para
identificar al metabolito (generando un tiempo de
retencion especifico lo mas acercado a lo
fisiolégico). Por lo tanto, la espectrometria de masas
identifica a cada metabolito con base en su relacion
m/z, su tiempo de retencion (en MS) y el patron de
fragmentacion (en espectrometria de masas en
tandem MS/MS) (9).
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En general, un equipo de espectrometria de masas
se conforma por cinco médulos:

1) un sistema de introduccion de la muestra a
analizar (puede ser directo o empleando métodos
cromatograficos) (7, 9).

2) una fuente de ionizacion (cuya funcion
principal es aplicar energia a la muestra con la
finalidad de obtener iones con carga positiva o
negativa). El tipo de fuente de ionizacion va a
depender de las propiedades de los metabolitos a
analizar (polaridad, peso molecular y volatilidad).
Existen dos tipos de técnicas de ionizacién que se
pueden emplear para generar estos iones: la
ionizacion suave en donde la energia que se
imparte sobre la molécula hace que Unicamente
adquieran carga formando asi iones moleculares
(ionizacion quimica, ionizacion por electrospray,
ionizacién por bombardeo rapido de atomos y
ionizacién-desorcién asistida por laser) y técnicas
de ionizacion fuerte en donde la energia que se
imparte sobre la molécula es de una magnitud
mayor, rompiendo asi la molécula y formando
productos o fragmentos idnicos (ionizacién por
impacto de electrones) (7).

3) un analizador de masas cuya funcién es
separar y ordenar los iones con base en su
relacién m/z. Dependiendo del tipo de analizador
que se emplee, el intervalo tanto de m/z asi como
su precision y exactitud puede variar. Por
ejemplo, si se emplea un analizador de tipo
cuadrupolo (Q) el intervalo de masa oscila entre
2-2,000Da y una exactitud de entre 100-1,000
ppm; mientras que si se emplea un analizador de
masas de tiempo de vuelo (TOF) el intervalo de
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masa a detectar oscila entre 10,000 y 20,000Da
con una exactitud de 10-100 ppm (9).

4) un detector el cual amplifica y registra la sefial
que proviene del analizador de masas para
posteriormente enviarla al procesador de datos.
Algunos de los detectores mayormente empleados
son el fotomultiplicador y el electromultiplicador

©)

5) un procesador de los datos obtenidos, que
registra la informacién obtenida en forma de
espectro de masa (el cual genera una
representacion grafica de todos los iones
detectados en la muestra separados con base en su
relacion m/z y ajustado también al porcentaje de
las especies de iones mas abundantes en dicha
muestra (9).

En un equipo de espectrometria de masas en
tdndem (MS/MS) la diferencia radica en el empleo de
dos analizadores de masas acoplados; obteniendo
entonces siete modulos: 1) sistema de induccion de
muestra, 2) fuente de ionizacién, 3) analizador de
masas 1 (MS1), 4) celda de colisidn, 5) analizador de
masas 2 (MS2), 6) detector y 7) procesador de datos
(2,9).

La ventaja de emplear espectrometria de masas
radica en que se trata de una técnica que es adaptable
a las necesidades de la muestra a analizar; es decir,
dependiendo del tipo de analito y del intervalo de
masa Yy la exactitud que se desee, se pueden
modificar las condiciones de la fuente de ionizacion
y del analizador de masas (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Tipos de fuente de ionizacion empleados en MS

Fuente de ionizacién Tipo de metabolito/analito . Tl_po de Modo de ionizacién
ionizacion
L . Metabolitos pequefios: aminoacidos, . T
lonizacion por impacto de electrones . - . Se aplica energia eléctrica (aprox.
(electron impact, EI) acidos Organicos, cz?r_b ohidratos Fuerte 70eV, electrovolts)
' (analitos volatiles) '
lonizacién quimica Compuestos organicos: alcoholes, ) Se gpllca energia ele_ct_rllca
. - gases metano, butano (analitos Suave simultaneamente en colision con
(Chemical lonisation, CI) . :
volatiles) gas (amonio, metano)
lonizacion por electrospray estﬁrcc::gggns:{]:ri’iﬁgll?;)r?gllitzgz’no Suave Se aplica energia eléctrica
(Electro Spray lonisation, ESI) ' - P Y
voléatiles)
lonizacién-desorcion asistida por laser Se aplica eneraia emoleando ravo
(Matrix Assisted Laser Desorption lonisation, Nucleétidos, péptidos, proteinas Suave P gi P Y
aser
MALDI)
lonizacién por bombardeo rapido de 4&tomos Péptidos, carbohidratos, Suave Bombardeo empleando un gas
(Fast Atom Bombardment, FAB) organometales inerte
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Tabla 2. Tipos de analizadores de masas empleados en MS

Tipo de analizador de masas Intervalo de masa (Da) Exactitud (PPM)
Cuadrupolo (Quadrupole, Q) 2-2,000 100-1,000
Tiempo de vuelo (Time of Flight, TOF) 10,000-20,000 10-100
Orbitrap 30,000-60,000 0.1-1
Transformada de Fourier 6
(Fourier-transform lon Cyclotron Resonance FTICR) 100,000- 1x10 0.1-1

Espectrometria de masas en metabolémica dirigida

El principal objetivo de los anélisis de
metabolomica dirigida es analizar y cuantificar
aquellos metabolitos que ya se tienen predefinidos.
Para este caso particular, es necesario preparar una
curva estandar con los rangos de las concentraciones
de los metabolitos de interés con la finalidad de
obtener datos cuantitativos. Este tipo de analisis se
emplea para conocer con  exactitud las
concentraciones de metabolitos en una muestra
bioldgica, asi como paso adicional en la validacién
en andlisis de metabolémica no dirigida. Al emplear
técnicas de espectrometria de masas acopladas a
diversas técnicas de separacion previas para estudios
de metabolémica dirigida se provee una mayor
selectividad, precision y sensibilidad en comparacion
con estudios de metabolémica no dirigida.

Métodos bioinformaticos empleados en el analisis
metabolomicos

Una vez obtenidos los datos en estudios de
metaboldmica (dirigida o no dirigida) provenientes
ya sea de técnicas acopladas a espectrometria de
masas (MS) o de resonancia magnética nuclear
(NMR), uno de los retos es extraer esta informacion,
analizarla e integrarla. Primero se deben de
normalizar los datos con la finalidad de remover las
posibles diferencias en concentracion en los
metabolitos que se analizaron. Este proceso logra que
tanto a las concentraciones altas o bajas en la muestra
se le den el mismo peso en analisis estadisticos
subsecuentes. Para determinar y analizar diferencias
entre  grupos  experimentales  existen  dos
posibilidades de andlisis estadisticos cuando se
trabaja con datos de metabolémica: andlisis
univariado (cuando se evallan diferencias empleando
una variable de respuesta a analizar) y anélisis
multivariado (evaluar diferencias empleando méas de
una variable de respuesta a analizar). Asi mismo, se
pueden vincular los datos metabolémicos en relacion
con otras ciencias émicas; ya sea para mapeo de rutas
metabdlicas y/o modelado de redes (generalmente
empleando bases de datos como KEGG, BIOCYC,
BiGG Models). Actualmente se cuenta con diversas
plataformas en linea (Tabla 3) (10-14) y basadas en

lenguaje R para generar andlisis estadisticos en
metaboldmica.

Metabolémica y diabetes gestacional

Los estudios de metabolomica proveen una
ventana para evaluar los mecanismos
fisiopatoldgicos de diversas patologias como lo son
la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2 (15).
Estudios de metabolomica han correlacionado
diversos metabolitos con el desarrollo de diabetes
tipo 2 hasta 12 afios antes del establecimiento de esta
patologia (16, 17), dentro de los cuales se incluyen:
hidratos de carbono, especies de lipidos como
lisofosfatidilcolinas, 4acidos grasos, acilcarnitinas
(Acs) y aminodcidos, en especial aminoéacidos de
cadena ramificada (BCAAs por sus siglas en inglés,

leucina, valina e isoleucina) y aromaticos
(fenilalanina y tirosina) (16-19). El perfil de las
distintas especies de ACs, asi como sus

concentraciones, puede caracterizar el patrén
metabolico y puede indicar la presencia de
alteraciones en la oxidacion de acidos grasos y en el
metabolismo de los &cidos orgéanicos (20). En
contraste con las ACs de cadena corta (C2-C5), las
cuales pueden derivarse de la degradacion de
glucosa, aminoécidos y &cidos grasos; las ACs de
cadena media (C6-C12) y larga (C14-C26) se derivan
exclusivamente del metabolismo de los Acidos
grasos. Las ACs de cadena larga principalmente se
sintetizan y se metabolizan en la mitocondria, por lo
tanto, concentraciones de estas especies de ACs son
usadas como marcadores de alteracion en la
oxidacion de 4cidos grasos (21, 22).

Las mujeres que desarrollan diabetes gestacional
se caracterizan por presentar concentraciones de
acilcarnitinas de cadena corta elevadas en el primer
trimestre del embarazo. Diversos estudios han
evaluado el papel de los aminoécidos de cadena
ramificada (BCAAs por sus siglas en inglés) y sus
metabolitos en la resistencia a la insulina y la
progresién a diabetes tipo 2 (23), asi como la
progresién de diabetes gestacional al desarrollo de
diabetes tipo 2 post-parto a largo plazo (15, 24). Un
estudio de casos y controles reciente (25) encontrd
elevacion en las concentraciones de Val y Leu asi
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como de sus acilcarnitinas AC3 (propionilcarnitina),
AC4 (butilcarnitina), IsoC4 y C5
(isovalerilcarnitina); en las mujeres que desarrollan
diabetes gestacional en comparacién con el grupo
que no desarrolla esta patologia. Por otro lado, se ha
demostrado que las acilcarnitinas de cadena media;
en especial AC6 (hexanoilcarnitina) y AC8

(octonoilcarnitina) se encuentran elevadas en los
casos de mujeres con diabetes gestacional y que a
largo plazo desarrollardn diabetes tipo 2 (26). Estas
dos especies de acilcarnitinas (AC6, AC8) han sido
asociadas al desarrollo y disfuncion de la célula
pancredtica, reflejada por alteracion en la secrecion
de insulina e intolerancia a la glucosa (26).

Tabla 3. Plataformas en linea empleadas en el anélisis en estudios de metabolémica

MetaboAnalyst 5.0 XCMS Online NOREVA 30mics W4M
(10) (11) (12) (13) (14)
Herramienta estadistica
Procesamiento de datos de espectro crudos
Optimizacion de parametros +++ + - - ++
Anotacion de compuestos + +++ - - ++
Algoritmos de soporte variados +++ ++ - - ++
Resumen del analisis +++ - - - +
Andlisis estadistico
Univariado +++ + + N +
Multivariado +++ + ++ - .
Generacién de clisters +++ + - R +
Andlisis de poder estadistico + - - R R
Anélisis serie de tiempo + - + - R
Anélisis de biomarcador + - - R N
Meta-anélisis de biomarcador + - - R R
Andlisis funcionales
Anédlisis de funcién (empleando picos de MS) +++ ++ - - -
Anédlisis de enriquecimiento (compuestos) +++ - - ++ -
Anélisis de vias +++ - R ++ _
Meta-anélisis funcional +++ ++ - - -
Andlisis de integracién
Anélisis de union de vias no supervisado +++ - - +++ -
Redes basadas en validaciones previas ++ - - ++ -
Redes basadas en correlaciones ++ - - - -
Otras opciones de analisis
Normalizacion de datos ++ - 4+ - +
Estimacion de datos faltantes + - + - -
Fusion de replicados técnicos + - - - R

Nota: “+” significa que el software incluye el analisis y la cantidad de “+” indica la calidad y el soporte que se tiene para la realizacion

del analisis; “-”

Una caracteristica principal de la diabetes
gestacional es la resistencia a la insulina acompariada
por hiperlipidemia (principalmente por incremento
de concentracion de 4&cidos grasos), en donde
Metzger (27) observo que en el tercer trimestre de
gestacion, las mujeres con diabetes gestacional
presentaban mayores concentraciones de &cidos
grasos libres en ayuno, sugiriendo que la resistencia a
la insulina y alteraciones en el metabolismo de los
acidos grasos ocasionaba el fenotipo observado en

significa que el software no incluye el analisis.

esas pacientes. Por lo tanto, alteracion en el
metabolismo de acidos grasos, como lo observado
por Metzger et al., puede constituir un evento
temprano que desencadena la patologia de diabetes
gestacional como lo sugieren las diferencias
observadas de concentracion de acilcarnitinas, en
donde, el grupo con diabetes gestacional presenta
elevacién de todas las acilcarnitinas de cadena corta,
media y larga.
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La glucosa es el sustrato con preferencia para la
obtencion de energia, pero cuando existen
condiciones en donde este sustrato no esta disponible
para la generacion de energia, como lo es en el caso
de resistencia a la insulina, la célula emplea acidos
grasos libres y aminoacidos como sustratos
alternativos, desencadenando una alteracion en el
balance entre las acilcarnitinas (oxidacion de acidos
grasos y/o aminoacidos) y los aminodcidos (28).
Estos cambios en las rutas metabdlicas que conllevan

a la acumulacion de metabolitos intermediarios como
lo son las acilcarnitinas, pudieran interferir con la
sensibilidad a la insulina, ocasionando el desarrollo
de resistencia a la insulina e incluso diabetes. Sin
embargo, no estd del todo claro si las
concentraciones elevadas de acilcarnitinas y/o de
BCAAs causan resistencia a la insulina o si son el
reflejo de ésta (22, 29).

Materiales y reactivos

Materiales biol6gicos Reactivos

Equipos Softwares

NeoBase Non-derivatized MS/MS
Kit, Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA

Suero obtenido de mujer
embarazada

Tubo BD Vacutainer tapon rojo con

activador de coagulacion MassLynx

Aguja BD Vacutainer PrecisionGlide

21Gx38mm MetaboAnalyst 5.0

BD Vacutainer one-use holder

Centrifuga

Papel filtro Whatman 903, Dassel,
Germany

Quattro Micro API tandem MS, Waters
Inc., Milford, MA, USA

Tubo BD Vacutainer tapon rojo con
activador de coagulacién

Perfil de acilcarnitinas empleando HPLC-MS/MS
(metaboldémica dirigida)

Procedimiento (Esquema)

Obtencidn de suero:

1. Se obtiene muestra de sangre venosa (paciente
con ayuno de 8-12 horas) puncionando la vena
cubital media (del antebrazo no dominante)
empleando una aguja estéril BD Vacutainer
PrecisionGlide 21Gx38mm acoplada a BD
Vacutainer one-use holder.

2. Una vez que se logra la puncidn venosa, se coloca
el tubo BD Vacutainer tapon rojo con activador
de coagulaciéon en el BD Vacutainer one-use
holder y se llena el tubo con aproximadamente
5ml de sangre venosa.

3. Se retira el tubo y se coloca a temperatura
ambiente en una gradilla; se retira la aguja y se
aplica una torunda con alcohol presionando firme
en la zona de puncion para hacer hemostasia de la
zona colocando un parche adhesivo.

4. El tubo BD Vacutainer tapon rojo con activador
de coagulacion se centrifuga a temperatura

ambiente a 1,5000 rpm por 15 minutos para la
obtencioén de suero.

Metaboldmica dirigida: para la obtencién del perfil
metabolomico  dirigido  (carnitina  libre, 38
acilcarnitinas y 11 aminodacidos) se emplea el kit
NeoBase Non-derivatized MS/MS de PerkinElmer.

1. Se colocan 20 pl de suero en un papel filtro
(papel filtro Whatman 903, Dassel, Germany) el
cual se deja secar por 24 horas a temperatura
ambiente.

2. Una vez seco el papel filtro se perfora en discos
de 3mm de didmetro y se colocan en una placa de
96 pozos.

3. Se agregan 100ul de los estindares de
acilcarnitinas y aminoacidos provenientes del kit
NeoBaseTM  Non-derivatized ~ MS/MS  de
PerkinElmer, y se incuba la placa a una

temperatura de 37°C con agitacion suave por 45
minutos.

4. Al término de la incubacion se inyectan 40 ul
(10-40 pl) de cada pozo a la bomba de HPLC
para su ionizacion por medio de la técnica de
electroespray (en modo positivo) empleando
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nitrégeno. Gas nitrégeno se emplea para
desolvatacion y nebulizacion. 8. Finalmente se envia la sefial a un procesador de

datos en donde se registra la representacion
Los iones pasan a través de un analizador de grafica de los iones en relacion a su valor m/z,
masas (MS1) cuya funcion es la separacion de los ajustando cada sefial de acuerdo con el porcentaje
iones de interés en relacion con su masa/carga de especies mas abundantes en la muestra a
correspondiente (m/z). evaluar (empleando el software MassLynx).
Los iones de interés son fragmentados a través de 9. Los datos se exportan en formato .csv en donde
su paso por una cadmara de colision (empleando se obtienen valores cuantitativos de cada
gas argon como gas de colision) cuya funcion es metabolito que detecta el kit.
generar diferentes fragmentos iénicos
caracteristicos de cada compuesto. 10.Finalmente, para generar un  analisis

Estos fragmentos i6nicos pasan a través de un
segundo analizador de masas (MS2) en donde
finalmente Ilegan al detector quien registra y
amplifica la sefial proveniente del espectrémetro

metabolomico se emplea MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca) en donde el
archivo .csv se puede emplear para realizar:
analisis univariado, andlisis multivariado, andlisis
de biomarcadores, meta-andlisis estadistico y

de masas.

anélisis de poder estadistico.

Tabla 4. Posibles problemas comunes

Paso Problema Posible razon Solucién
Al momento de toma de muestra dejar secar completamente el &rea posterior a la asepsia de la zona a
Problemas al -
momento de puncionar. L ,
toma de Nunca realizar la extraccion de sangre a través Qe un hematoma. _
muestra Es recomendable que la toma de muestra la realice un personal experimentado.
Invertir suavemente el tubo posterior a la obtencidn de muestra de sangre venosa sin agitar.
1-4 Hemdlisis El tiempo maximo para la centrifugacion del tubo con la muestra sanguinea no debe exceder de 2
Condiciones horas.
de pre- Aseg_urarse_que la muestra de suero se encuentre completamente coagulada antes de proceder a la
centrifugacion centrifugacion.
El transporte de las muestras se debe de realizar preferentemente a temperatura ambiente, cuidando
que el tubo se encuentre en gradilla en posicion vertical y sin agitar.
trar':c,(f)err]:r)w/cia u'r:l;csgblgrgt]{fr‘a Siempre asegurarse que la totalidad de la muestra permee adecuadamente en el papel filtro.
5 correcta de la adecuada de la Ast_agurarse que I{i can_tldad de suero sea la adecua(_ja. _ _ _
muestra en el muestra en el Ewtar_la exposicion dlre_cta a luz solar y gases toxicos que puedan interferir con la extraccion
papel filtro papel filtro posterior de los metabolitos.
Asegurarse que los ajustes sean acordes a la velocidad de flujo deseada (para este caso se
Nebulizacién recomiendan 10-40pl de mgestra con intervalos de 4 minyto_s entre m_uestr,a): _fuente de desolvaFaci_én,
nobre temperatura de desolvatacwn_(verlflcgr queen la fqepte liquida no exista I|qu@o yaque puede indicar
que la temperatura es muy baja) y flujo de gas (verificar que estabilidad de flujo del nitrégeno sea
adecuada y que la presion del nitrégeno se encuentre 90-100 psi).
Picos de baja ™ proplema con
8-11 | intensidad o el sistema de Verificar que la jeringa de inyeccion no contenga fugas y que se encuentre en la posicion correcta.
inestables entrada de la Verificar que los viales contengan muestra suficiente.
muestra
Fuga de
liquido en el Verificar que no existan fugas de liquidos en el sistema de HPLC.
sistema HPLC
F;;?,g':g:?rs Reiniciar la computadora_l y el equipo (presionar el switch “embedded PC l_{eset). E_spe_:rar 3 minutos y
software vo_Iv_e( a encender el equipo y la computadora (se debe de escuchar un sonido que indica que el
MassLynx reinicio es adecuado) y abrir el software MassLynx.
No se puede No se puede
14 inic_ie}r el exportar los Verificar que el archivo se encuentre en formato .csv
analisis en datos a Verificar el orden y conformacion de la base de datos previo al paso de adjuntar el archivo.
MetaboAnalyst | MetaboAnalyst
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Esquema del procedimiento

Toma de muestra
de sangre venosa

Centrifugar
15,000 rpm
15 minutos

N

\ —»i»—

Transferencia de suero
en papel filtro

dejar secar a
temperatura
ambiente 24h

suero 20pl

= linfocitos [

eritrocitos [ '
\

v

Incubacién con estandares
de acilcarnitinas

—
SASAE AE \
et
’\L(ﬁr 5000000 NeoBase
0000 00® Non-derivatized
00000000 MS/MS kit
¢ @] I 1) PerkinEimer)
PO®
co0@
= B 45minutos
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