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Abstract

Se ha desarrollado un método analitico para
determinar cinco esteroles presentes en suero
humano. Los esteroles son biomoléculas
marcadoras de  enfermedades  hereditarias
relacionadas con el metabolismo del colesterol
como la Hipercolesterolemia Familiar. El sistema
realiza el tratamiento de muestra, cromatografia y
deteccién de forma automatica, facilitando el
procesamiento y analisis de muestras biologicas.

Introduccion

El metabolismo del colesterol transcurre a través
de complejas reacciones biolégicas reguladas
enzimaticamente. Los esteroles informan sobre el
estado de dicho metabolismo. Los esteroles se
encuentran en el suero, matriz acuosa con
numerosas sustancias organicas e inorgénicas
disueltas. Se han estudiado cinco esteroles: dos
precursores (desmosterol y lanosterol) y tres
fitoesteroles  (estigmasterol,  campesterol vy
sitosterol). Los precursores informan sobre el
grado de sintesis de colesterol a nivel hepético y
los fitoesteroles de la tasa de absorcion de
colesterol a nivel intestinal. Los tratamientos de
muestra para analitos en suero, suelen comenzar
con una extraccion liquido-liquido (Bligh/Dyer),
conocida por su eficacia para extraer lipidos. Se
basa en la adicidn al suero de una mezcla miscible
de cloroformo-metanol y posterior extraccion de la
fase inferior, donde quedan los esteroles.
Anteriormente, estos analitos, se determinaban por
cromatografia de gases, técnica que alargaba el

determinacién en un mismo analisis y no es
necesario el proceso de derivatizacion.

Experimental

En el protocolo disefiado se parten de 300 pl de
suero y se someten a la extraccion Bligh/Dyer, se
extrae la fase inferior que queda y se afiade MeOH
posteriormente, el extracto resultante se introduce
en el sistema. El proceso instrumental tiene cinco
partes: Carga de la muestra, lavado de
interferencias,  elucion de los  analitos,
cromatografia y deteccién (Figura 1). La duracion
de las etapas y el tipo de eluyente (Tabla 1), se han
optimizado durante el desarrollo experimental.

Resultados y discusion
Condiciones de andlisis

La duracién de las etapas de carga y lavado fue
determinada en base a dos objetivos. El primero es
gue todos los analitos de la muestra lleguen y se
retengan en el cartucho SPE y el segundo es
conseguir que las macromoléculas  sean
eliminadas. Posteriormente la etapa de elucién se
determind calculando el volumen necesario para
recuperar el 100% de los analitos retenidos en el
cartucho SPE. Por altimo se disefio el gradiente
cromatogréfico adecuado para los compuestos. Se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Flujo y composicion de los eluyentes, tiempos y
posicion de la valvula.
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Tratamiento del suero

Se optimiz6 el volumen necesario de metanol a
afiadir al extracto final (fase cloroférmica inferior
de la extraccion) (1mL), para generar un extracto
adecuado para ser introducido en el sistema. Asi,
se evita la evaporacion a sequedad y posterior
redisolucion.

Parametros analiticos

Los pardmetros analiticos del método obtenidos
informan que el método es reproducible y preciso.
Los LOD (limites de deteccién) y LOQ (limites de
cuantificacion) son adecuados para la deteccion y
cuantificacion de los analitos incluso para
concentraciones inferiores a su rango normal en el
suero. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas analiticas del método

%Repro o Rangos

Comuest , . LoD LOO  ducibili R e
ompuesto e (ng/g)  (ng/g) dad ugz;a suero
(n=5) (ug/g)
Desmosterol 367.5 0.99 5 17 15 96 11-12
Lanosterol 409.5 0.99 1 4 12 93 0.1-3.2
Estigmasterol 395.5 0.99 7 25 16 96 0.1-23
Campesterol 3835 0.99 8 25 11 82 0.1-35
Sitosterol 397.5 0.99 13 43 10 80 6.7-9.5

Conclusiones

El método planteado consigue analizar esteroles,
metabolitos humanos, que se encuentran a bajas
concentraciones en el suero.

Se consigue un tratamiento de muestra simple,
reproducible y sin interferencias, partiendo una
muestra compleja como es el suero.

El nimero de muestras que pueden procesarse al
dia aumenta de 8 (cromatografia de gases) a 30
(sistema on-line).
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Figura 1. Etapas del proceso. Posicion A (superior): carga
y lavado de la muestra. Posicién B: elucion de los analitos
e introduccion en la columna. Posicion A (inferior):
cromatografia y deteccion.





