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ABREVIATURAS USADAS

Algunas de las abreviaturas se han usado en su versidn

anglosajona debido a la amplia difusidn que poseen.

Acit Acetonitrilo

Acet Acetato de Etilo

BSA Bis trimetil silil acetamida
BSTFA -0 bis trimetil silil trifluoro acetamida
CG Cromatografia de gases

e Carga eléctrica

EM Espectrometria de masas

FID Detector de ionizacidn por llama
H Intensidad de campo magnético
“HD ' Histidina

HFBA Anhidrido heptafluorobutirimo
HM Histamina

Im AA Acido imidazol acético

Me Metilo

Me OH Metanol

Mo Masa

m/e. Relacibén masa/carga

MIT Monitor de ionizacibn total

n Nano

jo) Piéo

PFPA Anhidrido pentafluoropropibnico
REST Registro selectivo de iones

TFA Anhidrido trifluorocacético



TMCS Trimetil clorosilano
v Voltaje de aceleracidn

1 Micro.
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RESUME?

tre los posibles neurotransmisores objeto de estudio
actualmente, la histamina, descubierta en tejido nervioso en
1943 por Kwiatkowsky , es uno sobre el.cual falta todavia -
mucha informacibn como por ejemplo el conocer su metabolismo
cerebral. Las dificultades.-analfiticas que presentan la hista
mina y sus metaboliitos (sobre todo la histidina y la metil his
tidina) asi como la falta de una técnica lo suficientemente
sensible y especifica para poder valorar conjuntamente esta

amina y sus metabolitos pueden explicar esta laguna.

Debido al cbeciente interes en medicina y psiquiatria -
por la determinacibn de estas sustancias, se ha abordado el -
problema de la valoracibn simulténea de la histamina y sus -
metabolitos mediante técnicas de cromatografia de gases y ~--

espectrometria de masas.

Para obtener derivados cuya volatilidad sea adecuada -—
para su anflisis por cromatografia de gases se han estudiado
tres reacciones diferentes de fbrmacién de derivados de la =~
nistidina, metil histidina, histamina, metil histamina, &cidos
imidazol acético y metil imidazol acético con tres tipos de
reactivos: primero fue el reactivo de metilacibn BClB/metanol
con el cual no se obtuvieron resultados lo suficientemente po
sitivos como para permitir su posterior utilizacidn. La segun
da clase de reactivo fue €l reactivo de sililacibn formado -
por la mezcla BSA/TMCS ya gue resu;ﬁé: ser €1 mis adecuado —-
para sililar las 2 aminas y los 2 4cidos. Mo pudimos obtener
resultados satisfactorios con los dos aminoicidos. En el ter-
cer grupo se utilizaron tres reactivos diferentes con el fin

de comprobar los resultados y los mecanismos de reaccidn que
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llevaban a la acilacibn directa de la histidina y la metil
histidina sin necesidad previa de una esterificacibn del -
grupo carboxilo por tratarse de una reaccidn original y ser
el mecanismo muy peculiar. Los tres reactivos anhidridos peg
tafluoropropidnico, heptafluorobutirico y trifluoroacético,
condujeron a la formacidn de derivados similares tanto'para

los aminoAcidos como para las aminas.

Para todos estos derivados, se estudiaron las condicipo
nes bptimas de reaccibdn y de cromatografia para su obtencibn
en forma de un perfil en el cual las diferentes sustancias
se obtienen correctamente separadas, asi como las cantida-
des minimas cuantificables con un detector de ionizacibn -

por llama.

La elucidacibn de la estructura de todos estos deriva
dos se realizd por la técnica combinada de CG-EM. A partir
de esta informacidn, se pudo explicar los mecanismos de si
lilacibn y de acilacidn de las diferentes sustancias y Dpo-

ner de relieve la importancia del caracter bésico del nflcleo

imidazol.

La comparacidén de las condiciones de formacibn, estabi
lidad, anilisis de estos derivados y de las abundancias de
sus fragmentos observados en los espectros realizados nos -
condujo a elegir los derivados heptafluorobutirados como --

[4 de o 1 4 3 . pl
mas aptos para el andlisis por creomatografia de gases y re-—
gistro selectivo de iones de la histidina, metil histidina,

histamina y metil histamina.
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Por otra parte, el estudio detallado de los datos de
espectrometria de masas de los compuestos estudiados y de
sus derivados sintetizados ha permitido obtener mucha in-
formacién sobre los mecanismos de fragmentacibn de la --
histamina y compuestos relacionados. El inicio de aplica-
cibn de este método de anllisis al estudio de muestras --
biolbgicas ﬁo se pudo éontinuar por no haberse podido sol
ventar de forma satisfactoria los problemas analiticos en

contrados en nuestro sistema de CG-EM.



Introduccibn



I.l.- TITERES NEUROQUIMICO DE LA HISTAMINA Y SUS METABOLITOS

La potente actividad que la histamina ha demos-
trado tener sobre diversas preparaciones biolégicas,“ha,—_
hecho reflexionar sobré las pésibles funciones que podria
desempefiar en el organismo. El uso conjunto de técnicas -
neuroquimicas, neurohistoldgicas y neurofarmacolébgicas, -
ha permitido elaborar el concepto importante de que multi
ples sustancias quimicas desempefian el papel de neurotrans
misores cerebrales. Para la histamina, algunas observacio
nes preliminares como la constatacidn de un reparto regio
nal heterogéneo o el registro de modificaciones electro-
fisioldgicas inducidas por su aplicacibn (ver revisiones
de Green (59),Boissier(18),Snyder y Taylor(1l59) eran espe
ranzadoras. De hecho, los trabajos reaiizados durante es<
tos Gltimos afios han reforzado progresivamente esta hipote
sis, precisando las localizaciones y los mecanismos de —--
los procesos que permiten su sintesis, almacenamiento, 1i
beracidn y accibn. También, se ha empezado a identificar
un sistema neuronal histaminérgico que presenta similitu-

des con los sistemas monoaminérgicos.

Se ha ido elaborando una nocibn algo imprevis-—
ta a partir de estas investigaciones; la existencia de -

un segundo compartimiento de la amina, extraneuronal y -



probablemente localizado en los mastocitos cerebrales.

Asi, la histamina presenta a la vez numerosas
. similitudes y caractéres originales en relacibn con otros
posibles mediadores del sistema nervioso central. Log --
estudios sobre la histamina sblo se'han multiplicado ==
después de la puesta a punto de los métodos de fluores-—
cencia(i54)y enzimdtico - isotdpico (156)ya que a partir
de ello se ha podido -abordar ei problema de la presencia,

niveles y papel de la histamina cerebral.

Los criterios que califican una determinada sus
tancia como un neurotransmisor son miltiples y aunque la
histamina cumple con muchos de ellos,quedan por elucidar
aquellos aspectos que necesitan de técﬁicas més especifi
cas y mls sensibles, como la cromatograffa de gases y -
espectrometria de masas, extensibles al an&lisis, no —-
sb8lo de la histamina, sino de sus metabolitos. Varios -
autores han revisado recientemente los resultados obte-
nidos en este campo (19,147,146), presenténdose a conti

nuacidn los resultados mis importantes.

T.l.l.- BIOSTITESIS DE LA HISTAMINA CEREBRAL

Se conoce desde hace mucho tiempo la existencia

de la histamina en el sistema nervioso cerebral de los -



mamf{feros(59,158). "o obstante, es sbdlo desde estos Glti
mos afios que se ha elucidado el origen de la histamina ~
cerebral; la puesta a punto de un método simple y relati
vamente sen51ble(l44)ha permltldo demostrar que esta aml
’na se*sin%etlza In s1tu por decarboxlla016n -de la- hlstl—
dina. La ellmlna016n del grupo g-carboxilo es catallza-
da por el enzima I-histidina decarboxilasa (EC.4.1.1.22)
cuya especificidad es alta, ya que puede aceptar unica-
mente dos aminolcidos, la I-histidina y la I-1,4 metil
histidina(l48),como sustratos. El enzima no se encuentra
saturado en condiciones normales, por lo que las fluctua
ciones del nivel plasmidtico de histidina afectaran la -
sintesis de histamina cerebral(l46,169) . El mecanismo
de decarboxilacidn de la histidina queda represéntado‘
en la figura'i . La distribucién subcelular de la histi
dina decarboxilasa es similar a la de los enzimas respon

sables de la biosintesis de otros posibles neurotransmi-

sores (2).

I.l.2.- DISTRTBUCION CEREBRAL DE LA HISTAMIIA

IT.1l.2.1.- DISTRIBUCION REGIOHAL

El reparto regional de la histamina cerebral

ha sido estudiado en numerosas especies animales (16) ¥y
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TABLA I

REPARTO REGIONAL DE LA HISTAMIUTA EN EL CEREBRO DE RATA

REGION HISTAMTIA

(ng/mg de proteinas)

Cerebelo 0,25
Tronco cerebral 0,30
Mesencéfalo 0,53
HipotAlamo

niicleo supraguiasmético 6,3
nlcleo periventricular 3,7
nficleo suprabptico , 3,0
nficleo hipotaldmico anterior 3,3
haz mediano del telencéfalo 2,7
nticleo arqueado 6,2

nficleo wentromediano 3,6
nlicleo dorsomediano 4,0
nlicleo hipotaldmico posterior 4,6
nticleo premamilar dorsal 3,9
nlcleo premamilar ventral 8,1
cuerpos mamilares 4,3
eminencia media 17,8
Hipocampo - 0,49
Cuerpos Estriados 0,61
Cortex 0,42

0,01

0,02
0,04

0,9
0,4
0,6
0,8
0,5
0,7
0,8
0,5
0,7
0,5
0,8
0,7
2,2
0,05
0,05
0,03

Datos de M.J. Brownstein el al (23)




en el hombre(l0%). Al igual que el de otras aminas cerebra
les tales como la acetilcolina, dopamina, noradrenalina o
serotonina(168), el reparto de la histamina en las distin

tas regiones cerebrales no es uniforme (59,149).

El cerebro y el tronco cerebral son las regio-
nes mAs pobres en histamina, mientras que respecto al —-
hipotdlamo, que es la regibn mis rica; como se puede ver
en la Tabla 1 , pg.6 , el mesencéfalo, el hipocampo, los
cuefpos estriados y el cortes presentan concentraciomnes

intermedias.

El estudio del contenido en histamina de los dife
rentes nlicleos del hipotélamo, ha podido ser realizado (103)
(168)en varias especies. Si se excluye a la eminencia —-
media ~debido a que la mayor parte de la histamina que -
contiene se localiza probablemente en mastocitos-, cons-
tatamos que el nficleo preliminar - el més rico en hista-
mina- tiene una concentracibn 30 veces superior a la del

cerebelo.

I.1.2.2.~ DISTRIBUCION CELULAR Y SUBCELULAR

En el cerebro, una parte de la histamina endd

gena ha podido ser localizada en un compartiniento no -

S oo
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neural, que se ha identificado como los mastocitos o =
células cebadas (79,96,136.) . Estas células se encuen
tran en zonas caracteristicas del cerebro. Por el contra
rio, otras regiones que contienen concentraciones eleva
das de.hisﬁgmipé se hai}an'desppqvistas de mastocitos{
Todos estos resultados indican una doble distribucibn -

cerebral para la histamina.

Los estudios de localizacibn subcelular de la
amina indican que esta se encuentra en la fraccibn que
contiene las terminaciones nerviosas, separadas de los
axones en el proceso de homogenizacidn: los denominados

"sinaptosomas" (34).
También se ha caracterizado un segundo-.com-

partimiento subcelular para la histamina, relacionado

con la presencia de mastocitos en el cerebro.

I.l.%5.~ LA DINAMICA DE LA HISTAMINA CEREBRAL

La demostracidn de que una sustancia puede ac-
tuar como neurotransmisor en el sistema nervioso central
exige la comprobacibdn de una serie de caracteristicas,

tales como:



a) que dicha sustancia se libera de las terminaciones ner

viosags cuando egtas son estimuiladas adecuadamente.

b) que aplicada, mediante técnicas de microiontoforesis,
a neuronas; provoca una respuesta electrofisioldgica -

especifica. -

¢c) que actfia sobre receptores especificos provocando una

respuesta fistolbgica.

d) que participa en las respuestas del sistema nervioso,

actuando de alguna manera sobre el comportamiento, ¥y

e) que existen mecanismos adecuados en el sistema nervio
so capaces de interrumpir la accibn del neurotransmi-
sor, tales como su recaptacidn o catabolismo y que el
transmisor sufre un recambio o "turnover'", a una velo

cidad adecuada a su funcibn.

Todos estos puntos son actualmente objeto de nume
rosas investigaciones. No obstante, los datos que se van
publicando son muchas veces contradictorios o incomple-

tos.

Taylor y Snyder han mostrado gque la liberacibn
de histamina cerebral depende de la libre presencia de -
iones Ca??l?O), pero no pudieron demostrar al igual que
el grupo de Schwartz (i25)que la liberacidn de histamina

cerebral estimulaba su sintesis.
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Figura 2.- Vig§ del metabolismo de la histamina en los
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Tampoco se ha elucidado la naturaleza de los
receptores, posiblemente proteinas constituyentes de

la membrana post-sinaptica.

Amp;iaremps‘mésfgl-ﬁ}timo'punto () ya que .-
el trabajo aqui'presentadd intenta contribuir &4 su —-

comprobacidn.’

Desde los trabajos de Schayer se'sabe que el
catabolismo de la histamina tiene lugar en los tejidos
periféricos segln dos vias principales ( cf. fig2 ). -
La importancia de cada una de'las dos vias varfa no --
solamente en funcibn de la especie animal estudiada =--
sind también en funcibn del brgano considerado (130).
Ademds, los datos publicados sobre la participacidn de
cada una de estas rutas en el catabolismo de la hista-

mina cerebral son contradictorios.

| Tanto Burkard como 'Rellly, no encuentran nin
guna actividad diaminooxidésica (DAO) en el cerebro de
rata 'y de otros mamiferos (28,130)., Por otra parte, -
Snyder y col{157 ) describen que la mayor parte de la
JH-histamina inyectada en el ventriculo lateral de ce
rebro de rata se recupera en forma de 4cido imidazol
acttico -H. Schwartz v col., en un trabajo similar (145)

pero disminuyendo las cantidades de 3'E-histamina inyecta
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da (30 ng en lugar de 250 ng) encuentran la PH-metil
histamina como principal metabolito y el Acido metil
imidazol acético 54 como metabolito desaminado por
accidn de una monoamin o oxidasa (MAO). Dismukes re
cientemente confirma que la transmetilacibn es la
via mayoritaria del-catabolismo en el cerebro de -

rata.

La importancia de la transmetilacibn de la
histamina cerebral, su posible relacidn con las reac
ciones similares descritas para otras aminas neurotran
misoras y su implicacibn en la etiologia de la esqui
zofrenia ha sidoAdiscutida recientemente por - —-—

Schwartz. (147)

I.2.~ DIFICULTADES QUE PRESENTA LA DETERMINACION AVALI-
TICA DE LA HISTAMINA, SU PRECURSOR Y SUS JATABOLI-
TOS.

La situacibn anteriormente descrita en rela-
cibén con el estudio del metabolismo de la histamina, ==~
presenta varios puntos contradictorios; en el cerebro
no se ha podido determinar todavia con exactitud cuil

es la via principal de catabolismo de la histamina, ni

o/
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la participacibn de otras vias. Por otra parte, como —--
hemos sefialado, Schwartz describe la formacidn de metil
histamina a partir de metil higtidina. lio obstante, hasta
ahora, segln nuestros conocimientos, no se ha podido atri

buir a este aminoicido un papel especifico.

Todos estos puntos oscuros sobre el metabolismo
de una amina cuya presencia en el sistema nervioso cen-
tral es conocida desde el afio 1943(101l), vienen ligados
a las dificultades existentes para el anflisis tanto de
la histidina y metil histidina como de los metabolitos de

la higtamina.

Varios hechos dificultan su determinacidn:

a) Inestabilidad quimica de los compuestos men

cionados.

b) Similitudes estructurales y de comportamiento
quimico de los compuestos pertenecientes a

este grupo.

c) Bajas concentraciones de estos compuestos

en tejidos y fluidos bioldgicos.

d) Elevada complejidad de las muestras a anali

Zar.

La primera de -las caracterfisticas generales
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de estos compuestos es consecuencia de la elevada pola-
ridad y reactividad de las mismas, lo que conduce a la
existencia de adsorciones y/o degradaciones durante to

do el proceso analitico.

E1l interés para la determinacidn conjunta de
todas las sustancias presentes en la figura 35 , de gran
similitud estructural, obliga al desarrollo de un méto
do analitico altamente especifico y a la vez universal
dado el nfimero de sustancias a determinar y el distinto

caricter fcido-blsico de las mismas.

Sin embargo, quizds los dos factores limitan-
tantes en el anflisis de estas sustancias sean los ex~
puestos en los phrrafos c¢) y d) respecto a 1aé bajas
concentraciones existentes en los diversos tejidos y
fluidos bioldgicos y por otra parte la elevada comple-

jidad de estos fluidos.

Debido a esto, cualquier intento de estudiar
conjuntamente estos metabolitos supone disponer de la
capacidad analitica necesaria para poder diferenciarlos
entre centenares de otras sustancias afines: por ejem-
plo, en orina humana, procedentes de individuos sanos,
se han identificado, hasta el momento, mis de 700 com
puestos (88 y es evidente que el problema es mucho -

més complejo cuando se pasa a un homogenado cerebral.
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Otro factor importante para este tipo de anflisis es el
tamafio de la muestra. La mayorfa de los autores evallian
el nivel de histamina para un cerebro entero de rata en
“unos 100 ng (I.lof? g). Ante esta cantidad, es evidente
que hay que emplear métodos altamente sensibles para el

estudio de estas sustancias.

I.3.~- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA HISTAMINA Y SUS

METABOLITOS.

El desarrollo de un método de anilisis para el
estudio del metabolismo de la histamina, debido a las 1li
mitaciones e inconvenientes de las técnicas descritas en
la bibliograffia, tal como se pone de manifiesto en la -
revisibn que se expone seguidamente, ha necesitado pre-
viamente el estudio de las propiedades fisicoquimicas de
estas sustancias,sobre todo de la histamina ya que ha =--
sido més estudiada y presenta mayores dificultades de -

anflisis por cromatografia de gases.

En relacibn con las estructuras quimicas re-
presentadas en la figura 4, estas sustancias tienen dos

caracteristicas estructurales en comin:

~ la existencia de un nficleo aromitico imida-

Z0lL.
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CHaCHoNHE
THN @ NHT
v

) H*// %H*

CHoCHaNRY . \,.- CHa CHaNRE

= "
HN " N N\\/N
monocation , monocation
N-H N NT —H
+ : ’ +
ORI [l
. . CH2CHoNH, e - CHp CHa NH,
HN\//N N\\\/NH
base , base
NT-H - NT—H

Figura 4.~ Equilibrio existente entre las formas idbnicas y
tantdmeras de la histamina.
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- la presencia de una cadena alifitica lineal

de longitud variable polar.

El pX del grupo NH2 primario de la histamina es
de 9,7 mientras que el del grupo amino del nlicleo es de -
5,9. A pH fisioldgico estas aminas se encuentran en forma
fuertemente ionizada (96-97%) por fijacibn de protones a
los grupos amino y, sblo a pH alcalino existen como bases.

libres.

Baséndose en la resonancia entre los dobles en
laces del anillo imidazblico, Richards y col.(133han es-
tudiado las formas tautomeras de la histamina y la influen
cia del agua sobre ella : (cf. fig 4). Consideran que la
forma T prevalece para la histamina ionizada, pero que no
existe ninguna forma preferente para la histamina base.
Esto es debido a la mayor influencia que tiene el agua

sobre &1l monocatibn en comparacibn con la base sin carga.

Sin embargo, las diferencias en las técnicas de
estudio y cAlculo aplicadas dan lugar a resultados confu-
sos y en ocasiones contradictorios, de modo que el proble
ma del tantomerismo de la histamina‘no esti definitivamente

resuelto.

La cadena aminoetil lateral de la histamina pue
de tener dos conformaciones posibles repecto al anillo:

extendida y plegada, y segln la conformacibn adoptada -~
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la distancia que separa los Atomos de N de la cadena y
del anillo es distinta con lo cual varia también la --
reactividad de la moldcula (4 ). El interés por inter-
pretar las acciones de la histamina en funcibdn de las
interacciones amina-receptor a nivel molecular, ha pro
vocado la realizacidn de gran nimero de trabajos tebri
cos y experimentales ( 38,100,125), con el obje-

to de dilucidar cual de las dos conformaciones (exten
dida o plegada) es la preferida. Los resultados de —-
estos estudios no son muy concluyentes, lo que hace =
necesario nuevos trabajos para consegulr la clarifi-
cacibn de este problema. Se ha descrito la existencia
de, por lo menos, dos tipos de receptores de la hista
mina (Hl vy H2) (1% que dan lugar,al ser activados por
la amina, a efectos fisiolbgicos distintos. Como se ha
indicado anteriormente, la existencia de formas tautd
‘meras, las conformaciones que puede ©presentar la cade
na lateral y los distinto grados de ionizacibn, deter
minan que la mbélécula de HM pueda adoptar diversas estructu
ras, lo que explicarfa su posibilidad de interaccibn -

con receptores distintos (3%).

La HM y sus metabolitos pueden formar comple

jos de coordinacibn con varios iones metélicos ( Cu, -
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Zn,Co,Ag, etc.) (13%,107,114,115 y 167) . La estruc-—
tura y estabilidad de estos complejos varian segln las
condiciones de formacibn de los mismos.-Se ha descrito
también la formacidn de complejos de transferencia de
carga con diversas moléculas de interés bioldgico ~--
(167 ). Aunque esti bien establecida la importancia de
las reacciones de complejidad en diversos sistemas --
(como ocurre por ejemplo para numerosas proteinas en-
zimlticas), la existencia y posible significacibn bio
18gica de tales complejos en el caso de la HM es prac-

ticamente desconocida.

I.4.- REVISION DE LOS METODOS DESCRITOS PARA EL ANALI~

SIS DE LA HISTAMINA Y SUS METABOLITOS. -

La presencia en los materiales bioldgicos y
de modo especial en el tejido nervioso, de un elevado
nlmero de compuestos, la carencia de métodos totalmen
te especificos para la determinacibn cuantitativa de la
histamina y sus metabolitos, asi como las bajas concen
traciones en que se encuentran en determinados tejidos,
ha limitado notablemente los estudios bioqiimicos y -

fisiolbgicos sobre estos compuestos.
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La dificultad para valorarlos directamente en
los tejidos y liquidos biolbgicos, a causa de la existen
cia de sustancias interferentes, ha determinado en gene-
ral, la necesidad de efectuar una extraccidn y/o purifica

cibn, previas a su cuantificacibdn.

A lo largo del tiempo, se han desarrollado nu
merosas técnicas conducentes a la eliminacibdn de los -—-=

contaminantes aumentando asfi la especificidad de la téc

nica.

Debido a la ausencia de una técnica para la
valoracibn conjunta de la histamina y sus metabolitos,
nos limitaremos a dar una revisibn de las técnicas de
valoracidn de estas sustancias. Las principales técni

cas de anflisis se pueden clasificar en cuatro grupes:

I.4,1.- Métodos bioldgicos.
I.4.3.- Métodos isotbpicos.

I.4.4,~ Métodos cromatogrificos.
Los dos primeros métodos permiten valorar --

unicamente la histamina. El tercero permite dosificar

la metil histamina formada a partir de la inyeccibn -

/-
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de histamina marcada. Los métodos cromatogrificos permi

ten el anflisis conjunto de varias sustancias.

I.4.1l.~ Métodos biolbgicos.

Todas estas técnicas se basan en la propiedad
que tiene la histamina de contraer el misculo liso. La
amplitud de esta concentracidn es proporcional al loga-
ritmo de la concentracidn de histamina presente en el -
medio. El ilebn de cobayo proporciona los mejores resul
tados (28). Para ello se utilizan principalmente dos --

técnicas:

a) Técnica de perfusibn

Es la més antiglla. Se sumerge el brgano alterna
tivamente en soluciones fisiolbgicas de concentracibn -
desconocida en histamina y en soluciones que contienen
concentraciones variables y conocidas de la amina. La
determinacidn de la histamina se hace por comparacibn

de las respuestas obtenidas.

b) Técnica de superfusibn

Después de una desproteinizacibn del tejido y

de una purificacibn de la amina, se hacen fluir los -—-
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1iquidos a valorar y las disoluciones estandard sobre el
brgano dispuesto en una cémara termostatada (34). La de
terminacibn de la histamina se hace también por compa-
racibn de las respuestas obtenidas. E1 principal incon
veniente de los métodos bioldgicos es que no son espe
cificos, por lo que pueden ser afectados, a pesar de -
una purificacibdn previa, por la presencia de otras sus

tancias biolbgicamente activas.

A pesar de ello y de la aparicidn de otras -
técnicas, los métodos biolbgicos no han sido totalmen

te desplazados.

I.4.2.~ METODOS QUIMICOS

Todos ellos implican la formacidn de derivados
coloreados (diazo derivados o derivados del dinitrofluo
robenceno) o de derivados fluorescentes por condensa-

cibn con el o-ftalaldehido (OPT).

a) Métodos colorimétricos

No se emplean actualmente debido a su falta de

especificidad, a la inestabilidad de los productos forma
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dos y a su falta de sensibilidad.
En principio exigian la formacibdn de productos
coloreados por condensacidn del nficleo imidazol con 1la

p-nitroanilina o con el dinitrofluorobenceno (51) (8L).

b) Mé&todos espectrofluorimétricos

En 1959, Shore y al (154 propusieron una téeni
ca espectrofluorimétrica para la valoracidn de la his-
tamina. Segfln este método la amina se condensa en medio
alcalino con el o-ftalaldehido (OPT) dando lugar a un
compuesto cuya fluorescencia se estabiliza en medio --
écido. Sin embargo, los resultados obtenidos por estos
autores dan unos niveles cerebrales de histamina cinco
veces mhs elevados que los descritos por Carlini y Green
(1963) después de un anflisis bioldgico especifico, mien
tras que Kremzner y Pfeiffer (1966) (95) y Michaelsson y
Coffman (1967)(112), demostraron que la espermidina, de
una concentracibn cerebral igual a quinientas veces la

de la histamina interferfa en la valoracibén fluorimétri

Ca.

Una modificacibn de esta técnica por introduc
cibn de una purificacidn previa de la histamina (111,113)

permitid finalmente una medida correcta de la histamina.
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I.4.5.~ METODOS ISOTOPICOS

a) Métodos de Schayer (141)

Se incuban las muestras con histidina marcada.
La reaccibn se finaliza por adicibn de &cido perclbrico
0.6M. La histamina formada se extrae con una mezcla —-
butanol/cloroformo (2:1). Después de la formacibn de -
cristales de dibenceno sulfonil histamina, estos se di
suelven en una mezcla de contaje y se leen en un conta

dor de centelleo.

b) Método de Khalson, Rosenberg v Thunberg (86)

Este método es una variante del método descrito
por Schayer. Se forma igualmente histamina marcada a par
tir de una incubacidn con histidina marcada. Después de
uﬁa purificacibn mediante una columna Dowex 50 W—X4, se
forma el derivado de la histamina con el cloruro de pip
silo. Los cristales obtenidos se recristalizan repreti-

das veces hasta obtener una radioactividad constante.

c) Método isotbpico enzimltico de Snyder.

Desde que en 1966 Snyder describid este método

o/
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por primera vez, numerosas modificaciones han permitido
rebajar los limites de deteccibn de la histamina de 20

nanogramos hasta 0,02 nanogramos (156,158).

El método se basa en la formacibdn de un deri
vado marcado de la histamina ~la metil-histamina- por
incubacidén de la histamina con S-adenosil metionina tri
tiada en el grupo metilo, en presencia del enzima imida
zol N-metil transferada. La reaccidn se finaliza por adi
cibn de NaCH I y, la metil histamina se extrae con clo
roformo. La radioactividad de las muestras se mide en

un contador de centelleo.

I.4.4,- METODOS CROMATOGRAFICOS

Diferentes técnicas de cromatografia han sido
puestas a punto para el estudio del metabolismo de la
histamina; las primeras, basadas en la cromatografia en
papel ( 57,70) han sido sustituidas progresivamente por
los métodos de capa fina ( 65,14% que ofrecen las venta
jas de una mayor rapidez y resolucibn asi como una ne-

Jjor sensibilidad.

Una descripcibn exhaustiva de todas las va-

riantes introducidas en cuanto a soportes, fases mdviles

o/
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v sistemas de deteccibn asf{ como Rfs descrito sobrepasa
el objeto de este trabajo por lo que se remite a la bi-
bliografia especifica sobre el tema (4,143 ). Destacare
mos unicamente el empleo generalizado de ninhidrina co-
mo reactivo de deteccidn. Un trabajo reciente (©2) apli
ca la cromatograffa en plaza fina bidimensional al estu
dio del metabolismo cerebral de la histidina. La revela
cidn de las placas se realiza en varias etapas (primero
a pH Acido y luego bésico) empleando una solucidn de al
dehido ortoftalico. Con este reactivo se forma un pro-
ducto fluorescente, se forma el mismo fluoroforo de la
histamina para su anflisis en plasma por cromatografia
de alta presibn (91) a pesar de que su estructura quede

todavia por esclarecer.

Pero este método permite unicamente cuantificar
la histamina ya que no se detectan con este método sus
metabolitos. Se ha desarrollado otro método de cromato-
graffa de alta presibn que emplea derivados de la hista
mina y metil histamina formados por reaccidn con el cloru
ro de damsilo (. CIDNS ) .‘Este reactivo se ha utilizado
ampliamente en los ltimos aflos para el anflisis de aminas
y aminofcidos. Los compuestos formados son en general es
tables e intensamente fluorescentes, lo gque les hace fa-
cilmente detectables. Pero, a pesar de su utilidad para
identificar compuestos aminicos presentes en muy baja con

centracibn, su aplicacidn rutinaria presenta inconvenien

o/



28

tes, ya que varios derivados dausilados pueden tener

idénticos o muy similares. Esto obliga o a purificar mis
completamente la muestra o a realizar una nueva cromato
graffa con nuevos solventes, lo que complica la técnica

¥ hace m&s diffcil su aplicacibn.

La aplicacidn de la cromatografia de gases al
estudio del metabolismo de la histamina se ha intentado en
varibs laboratorios pero hasta ahora, los resultados ob-
tenidos fueron mediocres debido a los problemas analiti-
cos encontrados. Las sustancias imidazdlicas son guy po
lares y por esto, presentan numerosos fenbmenos de ad-
sorcibn, lo que se intentd suprimir blogqueando los gru

pos polares por accidn de diversos reactivos:

- Diazometano @7D

- Bis (trimetilsilil) trifluoro acetamida
- (BSTFA) (30)

- Anhidrido trifluorocacético (TFA) (119

- Diclorotetrafluocroacetona (DCTFA) (B0)

Los resultados no son convincentes ya que las
sustancias siguen presentando problemas analfticos y
por esto se separan mal en la columna cromatogrifica ~-

(91) (82).



29
*1.5.PROPOSITO DEL TRABAJO

En la primera parte de este capitulo, se ha puesto de
relieve el posible papel neurotransmisor de la histamina en
base a su estudio en tejido cerebral por métodos de fluoro-
escencia y enzimatico-isotdpico. Al analizar los trabajos de
la literatura gue intentam calificar esta émina de neurotrans
misor, se aprecian numerosas limitaciones ligadas a su metza
bolismo debido sobre todo a la falta de una técnica lo sufi
cientemente sensible y especifica para poder realizar el —-

estudio.

Dada la importancia que tiene el poder analizar conqu
tamente la histamina y sus metabolitos, el objetivo princi-
pal de esta tesis se ha centrado en la puesta a punto de un
método de anflisis por cromatografia de gases y espectrome-
tria de masas de la histidina, metil histidina, histamina,
metil histamina, acido imidazol acético y metil imidazol --—

acético.

Esto presupone en un primera etapa la sintesis de deri
vados adecuados de estas sustancias de modo que posean bue-
nas propiedades cromatogridficas en cuanto a volatilidad, po
laridad y factores de respuesta. Para esto, se tiene que es
tudiar la formacibn de estos derivados a partir de la accibn
de los tres principales grupos de reactivos: reactivos de -
metilacidn, sililacibn y acilacidbn. En base a los resultados
obtenidos, escogeremos el tipo de reaccibén mis adecuado a —-

las sustancias estudiadas.
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En una segunda etapa, se debe realizar un estudio espec
trométrico extensivo de la estructura de los derivados sinte
tizados. A partir de este trabajo, serd posible poner de re
lieve los principales mecanismos de fragmentacibn y seleccio
nar asi los fragmentos mAs caracteristicos y abundantes de -
cada sustancia para su anélisis por el sistema de registro

selectivo de iones.

Debido a las caracteristicas de sensibilidad y especifi
cidad de este detector, en una tercera etapa se podri poner
a punto un método de extraccibn simple (basado en las csrac-
teristicas de adsorcibn de la resina Amberlita XAD-2) con la
idea de reunir y analizar simulténeamente en una sola frac-
cibén los principales compuestos implicados en la via metabél;.

ca de la histamins.

Es de suponer que previamente a la aplicacidn de este
método de anilisis al estudio del metabolismo cerebral de
la histamina seri necesario resolver los problemas analiti-

cos ya referenciados en la literatura para la histidina y la

histamina.
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l.~ MATERTALES Y METODOS

1.1.- Métodos generales

Se describen de un forma general en este capitu
lo los principios bésicos de los métodos utilizados, y se
explicitan los detalles concretos relativos a su aplica-
cibn para la realizacibén de este trabajo en los aparta-

dos de "M&todos! de cada capf{tulo.

l.l.l.~- Ta cromatografia de gases

La primera aplicacibdn de una técnica cromatogri
fica se debe a Tswett (173 en 1905 que utilizd una colum- -
na de aluminio para separar los pigmentos coloreados de
las hojas. Desde entonces, permanecid ignorada, hasta —-
que, en 1931 fue redescubierta por Kuhn (9%). Los prime
ros en utilizar un gas como fase movil en una separacibn
croﬁétogréfica fueron James y Martin (83) en 1952 para

separar 4cidos grasos de cadena corta.

A partir de entonces, la cromatografia de gas-
1fquido o cromatografia de gases (CG) ha experimentado
un desarrollo poco comlin como demuestran las cada vez —-

més numerosas publicaciones dedicadas al tema. Existe en

o/
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la literatura multitud de monografias sobre la misma, --
sus posibilidades analfticas, su instrumentacibdn asi{ --

como resumenes sobre su aplicacibn (46,47,53).

Esto se debe a su gran versatilidad como téc-
nica analftica y a sus ventajas como tal en cuanto a ta
mafio de muestra, sensibilidad, rapidez de anflisis, cos

to relativamente bajo, etc.

La cromatografia de gases es un método de anf~-
lisis inmediato en el- cual los componentes de la mezcla
a separar se reparten entre dos fases, entre las que se
establece una sucesibn de equilibrios de disolucibn o de
adsorcibn constantemente desplazados: uné de las fases
es inmovil, tiene una superficie especifica muy grande -
es la fase estacionaria- la otra fase, movil, circula a

través de la fase estacionaria.

La fase m6§il es un gas; la fase estacionaria
es un liquido poco volAtil. Asi, segln las caracteristi-
cas del reparto de las sustancias introducidas en la fa-
se movil, unas se quedarfn mls retenidas por la fase es~
tacionaria que otras. De esta forma, se obtendri una se-
paracibn de los diversos componentes de la mezcla., El1 —-

grado de separacibn entre dos sustancias cualesquiera,

of
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dependeri, por lo tanto, de sus relativas constantes de

reparto entre ambas fases.

Para una sustancia dada, el equilibrio de re-
parto existente entre las fases mbvil y estacionaria --
puede quedar alterado por diversas variables tales como

la temperatura, el flujo de gas portador y la naturaleza

de la fase estacionaria.

ELEMENTOS CONSTITUTIVOS DE UN CROMATOGRAFO

El esquema de un cromatdgrafo de gases esti re-
presentadp en la figura.5. La parte esencial del aparato
es la columna D, que es un tubo de vidrio o de metal relle
no de un adsorbente s8lido o de un soporte dnerte impreg-
nado de un liquido no volltil o también de una fase esta-
cionaria depositada sobre su pared interné (columnas capi

1ares), ¥y por el cual, circula el gas portador. La sepa-

racibn se realiza en su interior.

La columna estl precedida de un sistema de inyec

cibn C. Este es un dispositivo que permite la introduccibn

o/
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Figura 5.— Esquéma del sistema de cromatografia de gases.




v la volatilizacibn instantfneamente de la muestra en la
corriente de gas portador. E1 extremo de'salida de la co
lumna se conecta a un detector, el cual generalmente per
mite medir una propiedad fisica del gas portador. Dicha
propiedad se modifica ampliamente con la presencia de —-

muy poca cantidad de la sustancia a analizar.

Todo ello est4 unido a un sistema electrbnico
que permite el control y la regulacidn de las temperatu-
ras de los recintos R que contiene el inyector, la co-
lumna y el detector, asi{ como la ampliacibn y el regis-

tro de la senial que suministra el detector.

l.- Ia fuente de gas portador A:

Proporciona la fase mbvil. Los gases mls utili
zados son: H2, He, NZ’ Ar. Es necesario emplear un gas
muy puro y que el flujo sea constante para que los tieg
pos de retencibn y las sefiales de la mayorfa de los de-
tectores sean rgproducibles y significativos. Por esto se
dispone de un regulador de presibn o flujo del gas por-

tador (B).

2.- El inyector C:

La muestra a analizar se introduce y vaporiza

en la corriente de gas portador, lo mis cerca posible de
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la entrada de la columna para evitar una difusibn en la
fase gaseosa perjudicial para la resolucibn de la muestra.
La temperatura de la clmara de inyeccibn debe ser suficien
temente elevada para permitir una vaporizacibén répida de
la muestra, pero no tanto que pueda provocar la descompo
sicibn térmica de la misma. En general, se fija a una —-—

temperatura ligeramente superior a la de la columna.

‘Las cantidades inyectadas oscilan entre 0,1 y

2-3 pl en el trabajo analitico normal.

%.~ La columna D:

Es en la columna donde se realizsa la separa-
cibn de los componentes de la muestra. La eleccibn de
sus dimensiones, naturaleza y calidad de su relleno es

~ pues, muy importante.

Tas columnas que se emplean en CG son unos
tubos de dimensiones y éaracteristicas muy diferentes
(£58).(Ver tabla 2 ). ILas columnas analiticas clésicas
son las mis empleadas. Tienen un difmetro interior de
2 a 4 mm. y una longitud de 50 cm. a 4 metros. Estas
columas estén rellenadas con la fase estacionaria, —
fijada de una forma finamente dispersa, proveyendo asi

una capa de interfase de gran superficie. Para reali-

zar trabajos analfiticos con muestras bioldgicas, se ==

'/',
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CARACTERISTICAS DE LAS COLUMIAS DE CROMATOGRAFIA DE GASES
(MARTIRE D.E., 1968 (108)

COLUMNAS COLUMNAS COLUMAS
CAPILARES AMATITICAS PREPARA~
CLASICAS CLASTICAS TIVAS
Difmetro interior (mm)} 0,1 a 0,5 [ 2 a 6 & a 500
Longitud (m) 10 a 100 |0,5 a 6 1 a 6
Permeabilidad (cm2) 107% & 107°| 1077 10”7
Altura equivalente
~a un plato tebrico
(mm) 0,2 al 0,5 a 2 1l a 5




-39,

utilizan columnas de vidrio, ya gue quimicamente inertes
y sus puntos activos son facilmente bloqueados por agen-
tes de silanizacibn (Dimetilclorosilano o hexametildisi-

lazano) seglin la reaccibn:

1 o | |
-3i-0H ¢ ,cH, -9i=0, ,CHs
(l) + /SI\C — 7 TN

o

- En 1958, Golay introdujo un nuevo tipo de colum
na, las columnas capilares. E1l tubo, en este caso, esti
vacio y su superficie interna se recubre de una delgada
capa de fase estacionaria. El interés de este tipo de co-~
lumna reside en su elevada eficacia, ligada a su gran —-
permeabilidad permitiendo la separacibn de muestras com-
plejas; en contrapartida, su capacidad de carga es muy
pequefia, por lo que sblo permite la’inyecéiéh de cantida

des reducidas de muestra.
El relleno de la columna en cromatografia Gas-

Li{quido (CGL), esti constituido por un soporte sblido, —--

impregnado de fase lfquida poco volitil (columnas de re-

o/
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lleno), o bien, s8lo de fase liquida (columnas capilares
clésicas). El soporte sblido esth constituido por gra-
nos porosos inertes que pueden impregnarse de una can-
tidad m&s o menos grande de fase lfquida. Este soporte,
debe ser esencialmente inerte frente a las sustancias
inyectadas, tanto desde el punto de vista quimico como

"~ del de la adsorcibn especifica. Los soportes mis utili-
zados son las tierras de diatomeas (39) (17), las cua-
les estén'constituidas de silice (90%), alumina (4%) y

de Sxido férrico (1,5%) y se comercializan bajo el nom-
bre de Sil-0-Cel o Chromosorb Gas Chrom. segin los tra-
tamientos que han recibido. Las fases liquidas deben satis
facer un cierto nlmero de condiciones,‘en particular, -
desde el punto de vista de su actividad quimica. Por --
ejemplo, a la temperatura de anllisis, la fase debe ser
liquida, estable y tener una presibn de vapor baja. Asi
mismo, tiene gue ser un buen disolvente de los compuestos
- que se analizan pero no débén dar con ellOs nhi reacciones
quimicas irreversibles ni asociaciones reversibles que
tengan una cinética de transferencia lenta (darian lu-

gar a una eficacia de columna muy baja).

7 Se han descrito varios centenares de fases -
1fquidas que se clasifican generalmente segfin su pola-
ridad. Por orden de polaridad creciente, tenemos: los
'alcanos, las aceites y grasas de silicona, las amidas,

las aminas, los poliesteres y los poliglicoles (17). En

o/



41

la prictica, la utilizacibn de unas pocas es suficiente
para resolver la mayorfa de los problemas analfiticos que
se presentan en el campo del anflisis bioquimico. La —-
eleccibn de la fase estacionaria todaﬁia es muy empirica
pero, dada su importancia, es un punto clave en la cro-

matografia Gas-Liquido.

4.~ ¥l horno R:

En cuyo interior se sitfia la eolumna, debe poseer

una buena regulacibn de temperatura.

5.~ E1 detector E:

Es un elemento muy importante del cromatbdgrafo
vya que es el que a través de un sistema de registro, per
mite visualizar la composicibn del gas a la salida de la
columna cromatogrifica, indicar el instante de salida de
los compuestos inyectados, verificar si la separacibn
deseada se ha obtenido con una resolucibn suficiente y -
efectuar la dosificacibn de los constituyentes de la mez

cla a analizar.

Algunos detectores trabajan por comparacibn de
las propiedades del gas portador puro y del gas portador
més componentes; otros trabajan por medicibn de las pro

piedades del componente en el gas portador. Todo ello,

o/ .
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da lugar a una sefial eléctrica que es adecuadamente ampli

ficada y registrada.

Los detectores de elevada sensibilidad que tie
nen ahora mayor interés son los de ionizacibn. El mhs --
usado en la actualidad es el detector de ionizacibn de
llama (FID) en el que los gases quemados en una llama ad
quieren suficiente energia como para que una pequefia pro
porcibn de moléculas se ionice y comunique una éonducti—
vidad eléctrica al gas. Cuando entra un vapor orgnico en
la llama, aumenta la conductividad, y este aumento puede
ser medido y registrado. EL mecanismo de formacibn de los
iones no puede ser termoibnico, siendo la temperatura de
la llama demasiado baja, por ello, se ha postulado una -
quimiocionizacibén que tendrfa lugar en una zona determina
da de la llama (128 . El rendimiento de un detector es
aproximadamentevde 2,5 iones formados por un milldn de
&tomos de carbono quemados, lo que explica que la reaccibn
responsable del proceso de ionizacibn no haya podido estu

diarse en suficiente detalle.

La teorfia mfs aceptada es la que postula la for
macidn de los iones durante la oxidacibn de la sustancia
orginica en la zona externa de la llama (zona oxidante).

El mecanismo de ionizacibn serfa el siguiente (116):

ZCH + 0, — CHO + e” D)
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en el cual el redical CHO puede hallarse electrbnicamente

excitado. Una posterior reaccibn:
SCHO® ——> 00, (2
se produce sin que tenga lugar ningfn fendmeno de ioniza
¢ibn aprecisble. Es el primer paso, por lo tanto, el que
contribuye a la formacibn de la corriente de ionizacibn.
La respuesta de este detector es lineal en un

amplio margen siendo la cantidad minima detectable del

orden del nanogramo.

6.~ Bl sistema electrdnico F:

De amplificacibn y medida de la sefial eléctri

ca enviada por el detector y registrador de la misma.

EFTCACIA Y RESOLUCION DE LA COLUMIA CROMATOGRAFICA

Dado que la funcibn bhsica de la cromatografia
de gases reside en la separacibn de los di&ersos compues
tos de una mezcla, se han definido los parémetros nece-
sarios para medir y cuantificar la efectividad de la se

paracién obtenida para dos compuestos dados. Esta efecti



vidad es funcibn tanto de la estrechez de las bandas cro
matogridficas (eficacia) como de la distinta migracibn de

dos bandas dadas (resolucibn).

Al inyectar una sustancia pﬁra en una columna
cromatogrifica, por la que circula un gas portador con
una velocidad lineal constante, la anchura de la zona es
nuléia la entrada en la columna y deberfa ser nula también
”al emerger a la salida. Sin embargo, en la praActica nos
encontramos que el pico se ha ensanchado, adoptando la
forma de un pico tipo gaussiané. Este ensanchamiento ha

sido provocado por tres factores:

l.- Difusibn ordinaria del soluto en fase mbvil.

2.- Difusibn originada por la tortuosidad del

recorrido.

5.~ Inequilibrio local en los procesos de adsor

cibn del soluto en fase estacionaria.

El parfmetro més  adecuado para el cllculo del
ensanchamiento de un pico cromatogrdfico es la "altura
equivalente a un plato tebrico® (HETP o H), cuyo signifi
cado fisico se ha interpretado como la longitud de colunm
na en la que se produce un equilibrio de reparto del --
soluto entre las dos fases. Es pues el ensanchamiento -
producido porrunidad de longitud de la columna. De hecho,

en la prictica no se utiliza H sind otro parfmetro direc
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tamente relacionado con H: Este parfmetro es N o nlmero

de platos tebricos, se expresa con la relacibn:
N = I/H siendo I = Longitud de columna.

Se puede calcular ficilmente el valor de N a

partir del cromatograma segln la relacibn:

N = 16 (t'r/ W) g, = Tiempo de retencibn del
pico.

W = Anchura medida en la fase del
pico como la distancia entre
los puntos de corte por la linea base de las dos tangentes

al pico trazadas por los puntos de inflexibn (fig.6').

La ecuacién de Van Deemter relaciona de una for
ma directa la eficacia de una columna con los parimetros

¥y variables utilizados:

H = A+ B/v +Cv v = Velocidad de gas porta
dor.

A,B y C = Parfmetros que de
penden de la colum
na utilizada.

Tanto N como H indican la eficacia del sistema

cromatogrifico, pero no la capacidad de separacidn de los
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dos compuestos del sistema. Esta capacidad de separacidn
" es funcibn de la selectividad relativa de la fase eétacig

naria, con respecto a ambos compuestos. Para expresar tal

capacidad se emplea la llaﬁada "presolucibn cromavgrifica®

que viene dada por:

Todos estos conceptos han sido desarrollados
durante los {ltimos afios por lo que actualmente se dispo
ne de una amplia informacibn, tanto en castellano como en
inglés: Cromatograffa de Gases I y II (41), Practice of
Gas Chromatography (46), Ancillary Techniques on Gas —-
Chromatography (47), Gas Chromatography (104)y Advances
in Chromatography (121).

1.1.2.- ESPECTROMETRIA DE MASAS, FUNDAMENTOS Y TECNICA

La espectrometria de masas es, en principio,
un método de separacibn y medida de masas con fines --
analiticos generales. Los iones obtenidos de una sustan

- - r 4 K3
cia en general orgfnica se separan, segin su relacibn
de masa a carga ibnica dando lugar, una vez registrados
en forma adecuada, al espectro de masas caracteristico

de la citada sustancia.
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Todo espectrdmetro de masas consta de cuatro

partes esenciales: (fig. 7)

l.- Sistema de introduccidn de la muestra.

2.- Fuente o clmara de ionizacibn donde son

producidos y acelerados los iones.

3.~ Tubo analizador donde los iones se separan

en funcidn de su relacibn masa/carga.

4.- Detector de los iones y sistema de ampli

ficacibn y registro.

1.~ Sistema de introduccibn

La introduccibn de la muestra es uno. de los
factores mis decisivos con reépecto a las limitaciones
de aplicabilidad del método; en el estado actual de la
técnica, las muestras orginicas tienen que introducirse

en forma de vapor para poderlas analizar.

a) Introduccibn indirecta: Es el método clééico de intro
duccibn de los liguidos y de las muestras gaseosas, se in
troduce la suétancia en un depbsito de reserva del cual
fluye, a través de un pequefio orificio (fuga molecular)
hacia la fﬁente de ionizacibn. Este sistema de entrada
se puede aplicar unicamente a compuestos bastante volé

tiles ya que exige una presibn de vapor relativamente -

alta (lO_3 torr).
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b) Introduccibn directa: Para el anflisis de sblidos se han

desarrollado métodos de introduccibn directa, las muestras

se introducen a través de esclusas de vacio, directamente

en la fuente ibnica. En este caso, la presibn de vapor es

de unos lO-6 torr, que alcanzan incluso los compuestos —-

poco volitiles.

¢) Finalmente, la muestra se puede introducir en un croma

tbgrafo de gases cuya salida esti conectada con el espec-

trbémetro de masas.

La cantidad de muestra que se necesita para rea

lizar el anfdlisis por espectrometiia de masas, varia se-

gln la forma de introduccibn escogida: (Tabla 3 )

TABIA 3

RELACION FORMA DE INTRODUCCION DE LA MUESTRA/CANTIDAD DE

MUESTRA NECESARTA.

Forma de introduccibn

Cantidad de muestra necesaria

I. Indirecta
I. Directa

Conexibn directa con un
cromatbgrafo

0,5 a 1 ng
0,04 a 100 }:8
0,005 a 10 V g
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2.~ La fuente o clmara de ionizacibn

Las primeras y todavia las mis usadas son las
del tipo llamado de "impacto electrbnico™. En ellas, la
muestra en estado gaseoso, es sometida al bombardeo de
un haz de electrones de energfa variable (0 a 100 eV ge
neralmente) producido por un filamento incandescente.
Los fragmentos asf{ formados tienen carga positiva, debi
do a que la energfa proporcionada por el bombardeo de
electrones es lo suficientemente “alta como para producir
procesos de ionizacibn y de rotura de enlaces. En con~
diciones especiales, llegan a producirse iones negativos,
pero el nlmero de iones negativos formados dificilmente

supera el 0,1 % de iones positivos.

Los procesos de ionizacibn y fragmentacibn mis
‘importantes que se producen en la fuente de iones son -

del tipo (29) :

ABC et ABC+e — 5 ABCT +2¢"——3 ABCT' + 3e

{0,1%

aBt - ¢°

Otro tipo de fuente de iones en creciente uso
en la actualidad, es la llamada "de ionizacibdn quimica®.
En ello, se aprbvechan las reacciones posibles i6n-molé
cula: por ello se introducen en la fuente de ionizacibn

un gas reactivo, generalmente CH4, que es ionizado se-
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guidamente en las fuentes de impacto electrbnico, produ
ciéndose gran. nfinero de iones reactivos de tipo CHg, -
02 H5, 05 H8, etc., que reacclonan entonces con las molé -
culas del compuesto analizado segln reaccibn del tipo -

(117):

C+ ‘
BH + CH5 S BH, + CHy

BT+ Op Hy
BH + CéHS-—«<:::
+

Estas reacciones sblo se producen cuando la
presibn en la fuente de ionizacibn es lo suficientemente
alta, del orden de 1 mm de Hg. Es importante notar que,
a diferencia de las fuentes de impacto electrbnico, la
fragmentacidén es minima, lo que proporciona una inmedia

. ta determinacibn de la masa molecular del’compuesto ana

lizado.,

Existen otros tipos de fuentes de ionizacibn:
las de ionizacibn de campo, desorcibn de campo, fotoioni
zacibn, ionizacibn a presibn atmosférica (14) pero las més

utilizadas son las que hemos descrito.-
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3.~ Separacibdn de los iones:

El primer paso para la separacibdn de los iones
formados es siempre una aceleracibn de estos iones por
campos eléctricos (aproximadamente de 800 a 8000 voltios)
a cuyo efecto la energia electrdostética de los mismos:se

transforma en energia cinética:

1
e.U = //2 my® @D e = carga
U = tensi6n‘de aceleracibn
v = 2eU (2) m = masa
m v = velocidad.

El orden de magnitud de las velocidades de los
iones en los instrumentos:aﬂéﬁjicos.es por término medio

de unos 100 km/seg

Para la separacibn de masas puede utilizarse -—-
esta relacidn entre la velocidad y la masa solo (tiempo .
de vuelo y cuadripolo) o en combinacibdn con la deflexidn
de los iones en movimiento producida por un campo magné
tico. Al penetrar en la zona de accibn del campo magné-
tico H, la trayectoria del ibén queda modificada por la
accibn del campo, describiendo entonces una trayectoria

cuyo radio de curvatura viene determinado por la rela-
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cibn siguiente:

mev
T = — ( 3) 1 = radio de deflexibn
e.H
m = masa
v = velocidad
e = carga

H = intensidad del campo

magnético.

Si se sustituye la velocidad de los iones dedu

cida de la igualdad ( 5 ), resulta la ecuacibn (4 ):‘

r° = - . . (")

ecuacibn fundamental de los instrumentos magnéticos secto

rigles,.

Para un radio fijo, a partir de la ecuacibn (3)
se demuestra facilmente que la relacidn masa/carga corres
pondiente a una especie ibnica determinada viene dada por

la siguiente relacibn:

m/e = — (5 K = constante que de-
pende de la geometria
del aparato.

H = Intensidad del cam
po magnético.

.
i

Voltaje de acelera-
cibn
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Es la relacibn fundamental que regula la masa
de las especies ibnicas colectadas en funcibn de los —-

campos eléctrico y magnético.

4.~ Deteccibn y registro de los iones

Los iones, una vez separados, son colectados a
través de una rendija de anchura variable y detectados.
Los detectores més utilizados son los llamados "multipli
cadores de electrones". En ellos, los iones inciden sobre
una serie de dinodos cuya superficie esth constituida de
metales que, al ser bombardeados por los iones, producen
electrones secundarios en un niimero que depende del vol-
taje a que esthn sometidos los dinodos. La ganancia en
este tipo de detéctores es muy superior a la obtenida -

con otros tipos de detectores (76).

- Debido a las altas velocidades de barrido del
campo magnético utilizadas en la obtencibn de los espec
tros de masas, los sistemas de registro deben carecer, en
lo posible, de inercia mechnica para poder geguir con
suficiente estabilidad las ripidas variaciones de inten—
sidad de la corrienfe ibnica. Por ello los tipos de re-
gistradores son &1 tipo galvanométrico que utilizan pa

pPeles sensibles a la luz ultravioleta.
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l.1l.3.~ CROMATOGRAFTA DE GASES. ESPECTROMETRIA

DE MASAS.

’El método combinado, une el poder de éeparacién
de la cromatograff{a con el excepcional potencial de identi
ficaéiénxque ofrece la espectrometrfa de masas, aln a ni-
veles inferiores a los requeridos por otras técnicas (85).
La Tabla 4 muestra una comparacidn de los niveles de -—-
identificacidn y de deteccibn de diferentes técnicas ana

1%{ticas.

Se puede ver que la técnica combiﬁada cromato-
grafia de gases~eépectrometria de masas permite alcanzar
unos niveles de identificacibn y de deteccibn més bajos
que los de cualquier, otra técnica analiﬁica; en efecto,

es la unica técnica que permite detectar unos 10“11 g -

de sustancia e identifica unos 10~;0

g. Las otras técni
cas: IR, UV, RMN, llegan solamente a unas cantidades de

1072 a 107/ g.
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TABLA 4

COMPARACION DE LOS NIVELES DE IDENTIFICACION Y DE DETEC-

CION DE DIFERENTES TECHICAS ANALITICAS (55 )

Limlite de Limite de
Técnica deteccibn (g) Identificacibn (g)
e 107© & 10713 —
i) | 1077 107
uv 1077 107°
RIM 1077 107
EM (entrada
directa) 10712 1074
CG=EM (conven -11 ' -10
cional) ;O 10

El interés del sistema combinado CG-EM reside
pues en su gran capacidad para identificar y cuantificar
los componentes de muestras de gran complejidad y a unos

niveles muy bajos (inferiores al n&nogramo).

El problema fundamental para el acoplamiento
de un cromatdgrafo de gases a un espectrdmetro de masas
reside en la diferencia de presidn existente entre los
dos aparatos: mientras que la salida de la columna del

cromatbgrafo se halla a presibdn cercana a la atmos--- -
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férica, el espectrbmetro debe trabajar.a presiones del orden
de 1070 a 10~/ mm Hg. Debido a esto, se han puesto a pun

to diversos sistemas para poder conectar un cromatdgrafo de
gases con un espectrdmetro, existiendo de hecho tres for

nas bisicas de resolver el problema. (fig. 8) .

a) Por conexidn directa (open spliter) utilizan
do columnas capilares, que necesitan flujos de las colum~

nas de relleno,Cé9,72)(

b) Por conexidn de columnas de relleno mediante

un divisor de flujo ( 24,25,49).

¢) Por conexibn a través de un separador mole-

cular (83).

El método de acoplamiento mhs utilizado es el
de conexibn a través de un separador molecular o interfa

se. Tiene dos objetivos principales:

a) Proporcionar un medio fisico eficaz para la
conexidn del cromatdgrafo de; gases a la fuente de ilones

del espectrbmetro de masas y,

b) Eliminar la mayor parte del gas portador del
caudal de salida del cromatdgrafo antes de que este élcqg
ce la fuente de iones del espectrbmetro de masas. Asi,

la totalidad de los compuestos que eluyen del cromatbdgra

of .
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fo penetran en el espectrbdmetro; lo Gnico que se elimina

es el disovente y una parte del gas portador.

Existen varios sistemas, todos basados -excep
to el separador de Ryhage- en la utilizacibn de una barre
ra fisica para la separacibn. Esta separacibén se hace -

segln dos esquemas diferentes (Fig 9 ):

a) El gas portédor pasa preferencialmente la

barrera.

b) Los componentes que eluyen penetran preferen -

cialmente a través de la barrera.

Entre los separadores de tipo a) los de Watson
Bieman (176) (Fig 9a) y de Brunnée y Col (26) (Fig.9b )
son los mis utilizados. Entre los separadores de tipo b)
existen varios modelos que emplean membranas de silicona
en las que se absorbe preferencialmente los compuestos
eluidos, los cuales, después de atravesar dichas membra

nas, penetran en la fuente de iones (105)(Fig. 9¢ ).

E} separador de Ryhage, de tipo "jet" se clasi
fica aparte ya que funciona segln un sistema diferente de
los dos anteriores(1l3?7):Las sustancias eluidas de la co-
lumna pasan a través de un pequefio orificio (0,1 mm)

alcanzando asi velocidades muy elevadés. El gas portador,

o/ .
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por la menor masa de sus moléculas y por tanto por su —-
mayor difusibilidad, se desvia de la trayectoria que ali
nea los orificios de entrada y salida de los jets y se
elimina por bombeo de las bombas de vacio, conectadas
con el éeparador, aumentando asf{ grandemente la concen-

tracibn de la muestra.

La mayoria de los resultados de CG-EM se han

obtenido usando este tipo de separador.

Los dos factores de suma importancia en el uso

de un separador molecular son:
a) Ausencia de superficies activas donde pueden
producirse degradaciones o adsorciones irreversibles de

las sustancias que lo atraviesan.

b) Ausencia de espaciosmmertos que disminuyan

la eficacia conseguida en la columna cromatogrifica.

l.l.4.- Fragmentografia de masas

El método de fragmentografia de masas implica
el uso del espectrbdmetro de masas como detector del cro-

matbgrafo de gases de modo que se registran continuamente

o/ .



65

las densidades ibnicas totales de determinados iones --
especificos, seleccionados de entre los que forman el -
espectro de masas del compuesto analizado. EL aumento de -
sensibilidad asi obtenido puede llegar a lO7 veces el nivel

obtenido con un espectro de masas normal por CG~EM.

La especificidad estructural se logra registran
do simulténeamente las densidades ibnicas de dos o mis
fragmentos caracteristicos. Este modo de operacidn se llg‘
ma deteccibén . mGltiple de iones (MID) y proporciona una
- informacibn estructural vAlida ya que la relacibn entre -
las densidades ibnicas de los dos iones es una propiedad

caracterfstica de la sustancia en estudio (15).

l.1.5.~ Contador de centelleo liquido

Desde las observaciones realizadas a principio
de siglo por Rutherford relativas al centelleo producido
por la radioactividad, la técnica de contador de centelleo
1fquido ha ido adquiriendo cada vez mis importancia en el
campo de la investigacibn biolégica y médica. Esta técnica
se basa en el contage de emisores de particulas beta a —-
partir de la transferencia de energia desde estas particu

las al escintilador: la muestra emite un electrdn, este

o/
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excita las moleculas del solvente que a su vez transfieren
la mayor parte de esta energia a un escintilador primario
que emite su energia de excitacibn en forma de fotones de
duz.que .llegan a un escintiladar secundario. Este los ab
sorbe y los reemite a una longitud de onda més alta. La
energia luminosa se transforma en energfa eléctrica a ni

vel del fotomultiplicador.

Los isotopos que se utilizan son el tritio, el
14g y el 52p, Su rendimiento de deteccidn varfa debido a
la diferencia existente a nivel de la produccibn de foto
nes por estos tres elementos. Las principales ventajas de
esta técnica hacen que sea actualmente la més utilizada

para el contaje de emisores de particulas beta. Esto, so-

bre todo, debido a:

1 - Alto rendimiento de deteccibn.

2 - Comodidad y versatilidad del método:Las —-
muestras, de preparacibn répida y ficil, se pueden presen
tar en varias formas:liquidas, solidas, tejidos animales

0 vegetales, cromatogramas sobre papel ¥y gases.

%3 - Separacibn de isotopos:Se pueden contar si
‘multéneamente tres isotopos en una misma muestra a través
de la seleccibn de las energias de las diferentes radia-

clones.
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4.- El equipamiento automftico de los aparatos

actuales permite el tratamiento directo de la informacibn.

l.2.- MATERTALES

Los materiales (productos e instrumentacidn) que
se citan en este capitulo son los de uso general a lo lar
go de este trabajo ya que en cada capitulo, se explicita

el material utilizado especificamente en ello.

Las sustancias patrones empleadas en este traba
jo: clorhidrato de histamina, de metil histamina y de me-
til histidina, histidina base, acido imidazol y metil imidazol
acético, se obtuvieron de Sigma Chem. Co. (EE.UU.), de —-
Regis Chem. Co. (EE.UU.). Todos ellos se conservaron pro-
tegidos de la humedad a 4 2oC. Los hidrocarburos usados
para calcular losg indices de rétencién de los derivados
cromatogréficos sintetizados se obtuvieron de Applied —-

Science Lab. (EE.UU).
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Los reactivos utilizados para la sintesis de los
diferentes derivados se obtuvieron de Sigma Chem Co. (EE.

UU.). Se conservaron sobre gel de silice a 4 2C.

Los diferentes disolventes utilizados (Carlo Er
ba, Italia y Merck, Alemania), fueron todos de pureza —-
cromatogrifica y se utilizaron directamente, sin poste-

rior purificacibn.

Para los estudios de cromatografia de gases, se
emplearon columnas de vidrio 2m x 2,5 mm. Se silanizaron
con una solucibn de dimetilclorosilano (DMCS) al 10% en
tolueno durante 24 horas y se lavaron con abundante meta
nol y acetona. Después de secar, se llenaron con el re-
lleno cromatogréfico corfespondiente. Las fases estacio
narias que se utilizaroﬁ fueron las siliconas SE-30, OV-
17 y 0V-225 al 3% sobre Gas Chrom Q, malla 100/120. Todo
este material cromatogrifico se obtuvo de Xpectrix Int.

S.A. (Espafia).

Ta resina Amberlita XAD-2 (polimero de estireno y

divinilbenceno)se obtuvo de Rohm and Haas (EE.UU.).
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1.2.2.— INSTRUMENTACION

El trabajo de cromatografia de gases se realizb
con un cromatdgrafo. de gases.Perkin-Elmer 900, equipado
con dos detectores de ionizacibn de llama. Como gas por-
tador se utilizb el helio. Lo§ éspectros de masas de los
compuestos solidos se realizaron en un espectrdmetro de

masas Hitachi-Perkin-~-Elmer modelo RMU-EH.

Para los estudios de cromatograffia de gases-
espectrometria de masas, se utilizd este mismo espectrd
metro acoplado a ﬁn cromatdgrafo de gaSes Perkin—Elmer
3920 a través de una interfase de vidrio fritado. Des-
pués se cambib este separador molecular por uno de otro
disefio:uno de tipo "jet" como se explica en el capitulo

. El espectrbmetro de masas lleva acoplado una unidad
de Peak Matcher modelo MK~148 con el cual sé realizaron

los trabajos de fragmentografia de masas.

Las muestras marcadas con 140 se leyeron en un
contador de centelleo liquido Intertechnique modelo SI~
32.
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2.1.- ESTUDIO DE LA REACCION DE ESTERIFICACION

2.1.1.~ AUTECEDENTES

El andlisis de 4cidos carboxilicos libres por -
qpomatografia de gases ha sido estudiado pof W.R. Supina
(iéaquien obtuvo resultados prometedores. Sin embargo, la
presencia del grupo funcional -~ COOH en la molécula exige
0 bien la modificacibn del relleno de la cblumna, o bien,
el empleo de una técnica especial a fin de evitar la posi
ble absofcién del soluto en la columa(30). Esto se ha -
resuelto en general a través de la esterificacibn del —-
grupo carboxilico por diferentes agentes de derivatizacibn
lo que permite disminuir la polaridad del Acido y facili=-
tar asi su cromatograffa. Los agentes de esterificacibn

utilizados son reactivos de metilacibn y butiracibn.

Los esteres metilicos se han sintetizado utili
zando él diazometano (108,162 ), la mezcla HCL/ Me OH -
( 92 ) o el trifluoro de boro/metanol (172,175,183 ) y
el tricloruro de boro/metanol (150). Los esteres butiricos
se prepararon de una forma similar a los esteres metili-
cos: Unos autores (22) han utilizadobutanol con 2% de —-
fcido sulffirico. Otros trabajos ( 22, 30 ) emplean el -
butanol saturado de Acido clorhidrico y/o butanol con tri

fluoro de boro. (162)
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La reaccibn de esterificacién de los metabolitos
fcidos de la histamina ha sido descrita en la literatura
principalmente por dos autores: Tham y Evans. Tham (171),
describe dos métodos de metilacién de los &cidos imidazol
aéétido,.l,4 metil imidazol acéfico v 1,5 metil imidazol
acético. El primer método hace reaccionar el diazometano
durante 15 minutos con los tres Acidos. El reactivo se -
prepara extemporaneamente por descomposicibn de W=-Nitroso=-
~N-metil-p- toluensulfamida con alcali (129). La reaccibn -

de derivatizacibn tiene lugar segln el esquema:

R~COOH + CH =N=N —> R~0000H3 + N,
El segundo método utiliza la mezcla. de metanol/
fcido clorhidrico (este fltimo actuando de catalizador) a
reflujo durante tres horas a 90 oC. El derivado metilado

se obtiene segln la reaccibn:

'R=COOH + ot OH e RCOOCH, + H,0

Las trazas de agua se eliminan con la adicién de cloruro
cdlcico. En su articulo, Tham describe la formacibn de
tres-derivados diferentes del Acido imidazol acético: los
esteres metilicos de los &cidos 1,4 metil imidazol acéti
~co 1,5 metilVimida201 acéﬁico‘é'imidazol acético. La mez
cla de ‘Me. OH/HCL.provoca la formaéién'prefereﬁﬁé.del —

41ltimo. Con los &cidos 1,4 y 1,5 metil imidazol  —-—-

/.
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acético, los dos reactivos proporcionan el mismo ester

met{lico.

"Los tieﬁpos de retencibn de los-tres derivados
formados son respectivamente de 30, 40 y 100 minutos en
una columna de 10% EGA y de 15,20 y 45 minutos en una -
columna de 7% NGS. En ambos casos se consideran tiempos

de retencibn muy -largos.

Elisabeth. Evans (48) describe la obtencidn de
un derivado etil ester del &cido 1,4 metil imidazol -—-
acético con etanol /HCL dos horas a reflujo seg@ido -
de una extraccibn liguido/liquido a 402, con dietil &ter
durante dos horas. Es ﬁn proceso muy lento y al igual -
que en el métocdo de Tham, los picos cromatogrificos ——-—
presentan mucha cola y eluyen de la cblumna con un tilem
po de retencibn largo (35 minutos con una columna del -

6% EGA).

2.1.2.- METODOS

En base a estos trabajos, se estudid la reac-

cibn de esterificacibn por accibn del tricloruro de boro/
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/metanol ya que este reactivo es de uso més cbmodo y su
accibn mis rhpida que el diazometano, la mezcla Me OH/

HCL o.EtOH/HCL debido a su alta reactividad (43).

ESTUDIO REACCION DE METILACION

La reaccibdn de metilacibn se estudib con los
fcidos imidazol acético y 1,4 metil imidazol acético de
forma similar a la reaccibn de formacibén de esteres meti
licos de otros fcidos orginicos (22).Cantidades del orden
de BOOPg.provenientes de soluciones patrén en metanol, se
hicieron reagcionar con BOQFg de B Cl5 en metanol al 10%

peso/volumen.

Log viales se mantuvieron a distintas tempera
turas (desde ambiente hasta 100 2C) durante tiempos —-

también variables (0 a 3 horas).

Transcurrido este tiempo, se dejaron enfriar las
muestras hasta temperatura. ambiente y se evaporaron bajo
una corriente de helio. El residuo final seco, se disol

vid en 6OFl-de metanol.

En dos columnas de vidrio de 2 m x 14'' (¢ ex

terno), rellena una con la fase 3% OV~17 sobre soporte —-—
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gas Chrom Q de 100/120 mallas y otra con la fase 3% ov-
~225 sobre el mismo soporte, se inyectaron cantidades’
del orden de 1 a 3,& de la solucibn final. Cada colum
na estaba instalada en un cromatbgrafo de gases Perkin-
.—Elger modelo 900. .Las qondicipnes cromatogrificas -—-
fueron las siguientes:

- gas portador:helio flujo 30 ml/min.

-~ temperatura de la columna:140 2 con un incre
mento de 42 min. hasta alcanzar 200 2C.

~ temperatura del inyector y del detector: 250 2oC
detector utilizado:FID.

2.1.3.~ RESULTADOS Y DISCUSION

A pesar de la utilidad demostrada por este reac
tivo para metilar los Acidos indol Acetico y 5 hidroxiin-
dol acético(150),no0 se pudo poner en evidencia la formas
cibn de derivados cromatografiables de los &cidos imidazol
acético con las condiciones de derivatizacidn y de separa

cibn estudiadas.

Por otra parte, los trabajos presentes en la --
literatura sobre la metilacidn de los catabolitos &cidos
de la histamina mencionan la existencia de varios proble

mas, 1o que hace diffcil su utilizacibn: por una parte se
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describe la obtencibn de miltiples derivados para la ==
misma sustancia y por otra parte, estos derivados cromatg_
graffan con tiempos de retencibn bajos ( de 35 a 100 minu
tos) ¥ con niveles de anflisis muy altos, de unos 50
microgramos por iﬁyéccién. A la vista de todos estos da
tos, se dicidid estudiar la reaccidn de formacibn de deri
vados de estas sustancias utilizando reactivos de silila

cibén en lugar de reactivos de ssterificacibn.
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2.2.~ ESTUDIO DE LA REACCION DE SILITLACION

2.2.1.~ ANTECEDENTES

La reaccidn de sililacibn se basd en la iﬁtro-
duccidn de un grupo silil en una molécula, en general en
sustitucidn de un hidrbgeno activo. Los reactivos que se
emplean a este fin son derivados del trimetilsilano (CH5)5SiH
v han sido muy utilizados para la cromatografia de —-——-—
gases de compuestos no volédtiles ya que permiteﬁ deriva

tizar, en una sola etapa diversos grupos funcionales:

_OH 0-S1(CH,)

~COOH o ' COO—Si(§H3)3

-SH DS—TSi(CHs)B

~NH,, (12NH5;(CH3)3 |
(2)-N [51(0H3)3] 2

=NH » =NS1(CH,) |

De hecho, las unicas desventajas de la reaccibn
de sililacibn son la necesidad de trabajar en condiciones
anhidras y la alta sensibilidad de algunos de los reacti-

vos a la humedad. En efecto, cualquier traza de humedad -
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provoca una descomposicidn del derivado trimetilsililado.Los
metodos de preparacidén de los derivados sililados han si

do descritos en detalle en el libro de Pierce (124).

Este autor cita como principales reactivos:

- El triclorometilsilano (TMCS) sblo o con un

aceptor de &cido o, si es necesario con un catalizador.

- El hexadimetildisilazano (HMDS) con el TMCS u

otro catalizador.

- Sililamidas como la N, O-bistrimetilsililace
tamida (BSA) y la N, O-bistrimetilsililtrifluorocacetamida

(BSTFA) .

La mezcla de HMDS y TMCS en piridina, frecuen
temente utilizada, es un dador de THMS debil, los reacti
vos més fuertes, sobre todo el BSA y el BSTFA, se utili-
zan para formar derivados de los grupos de baja reactivi
dad+ La piridina que actla de aceptor de &cido, se utili
za ffecuentemente como medio de reaccibn ?ero es dificil
de cromatografiar debido a la cola que se forma en los
picos. Los otros disolventes que se pueden utilizar son

el acetonitrilo,el dimetilformamida y el dioxano.

En la literatura, pocos trabajos describen 1la

formacidn de derivados sililados de la histidina y sus
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metabolitos(30,119)W.C.Butts, hace reaccionar juntos la
histidina, las 1 y 3% metil histidinas, la histamina, la
l-metil histamina y el 4cido 1,4 metil imidazol acético =
con el BSTFA/TMCS al 1% y piridina durante 16 horas a —=
60 oC para formar sus derivados sililados. Para la histi
dina, la histamina y la 1 metil histamina obtiene dos -
derivados diferentes que se separan en las columnas 3%
OV-1 o 3% OV-17. Henri Navert estudia la cromatografia

- de gases de la histidina, la histamina y de las N1 y -

. N3 metil histaminas a partir de la mezcla BSTFA/TMCS al
1% en acetonitrilo. Estos derivados se obtienen a 90 2C
en la estufa en una hora. En este caso, como en el caso
de Butts, le fue iﬁposible obtener un solo derivado de

- cada metabolito: la histamina y la Nj monometilhistamina
eluyen en forma de dos picos en todas las columnas estu

diadas: 3% OV-1l, 3% OV-17 y 3% OvV-22.

Esta duplicidad de derivados se debe al nlmero
de grupos funcionales capaces de ser sililados como se in
dica en la figura 10. Para la histidina, por ejemplo,
existen el grupo amino I terminal a nivel del cual pueden
entrar uno o dos grupos TMS segﬁﬁ las condiciones y un
grupo amino III a nivel del cual también puede entrar o

no un grupo TMS. El grupo Acido también se puede sililar.
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Por otra parte, en ninguno de los dos trabajos anteriores,
se ha establecido el limite de deteccidn para los deriva
dos estudiados, siendo siempre las cantidades inyectadas

del orden- de variOS"Pgm

Por todo ello, se decidid llevar a cabo un estudio
sistemdtico de la reaccibn de sililacibn de los derivados
del imidazol en base a la utilizacibén de varios reactivos

¥y varios disolventes.

2.2.2."‘ NIETODOS

En base a los datos contenidos en el libro de
Pierce, se establecib el siguiente cuadro de condiciones
de reaccibn con vistas a sililar cada grupo funcional pre
sente en las sustancias.a analizar . Por esto, las divi-

dimos en tres grupos quimicamente afines:(ver tabla 5).
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TABIA 5

Reactivos de sililacion y grupos funcionales que reaccio-

nan con cada uno.

ompuestos Aminoacidos Aminas Acidos

Reactivo HD y MeED HM y MeHM Im AA y Me Im AA
HMDS en piridi +

na

HMDS/TMCS +

TMCS en piridi +

na

BSA/TMCS + +

BSTFA/TMCS . -
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Las estructuras de los diferentes reactivos se

indican en la figuralITl .

Los, disolventes que se. des¢riben son el acetoni
trilo, la piridina y la dimetilformamida y las temperaturas

de reaccibn van desde temperatura ambiente a 100 2C.

2.2.2.1.~ Cinética de derivatizacibn.

Se hizo un estudio sistemitico de estas reac-
ciones, tanto para estudiarlas para el grupo“funcipnal
indicado, como para comprobar su posible interés para
otroé grupos funcionales ya que se intentd obtener en una
sola reaccibn las seis sustancias en forma cromatografia
ble. El proceso general de derivatizacidn queda indica-
do en la figura I2en la que se presenta la histamina a |
modo de ejemplo. Después de la evaporizacidn bajo flujo
de helio de la solucibn metanblica,se afiade el reactivo
y el disolvente escogido. El derivado trimetilsililado
se forma en la estufa y después de su enfriamiento se in
yecta con la éolucién reaccionante directamente en la co

lumna cromatografica.
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HMDS
HEXAMETILDISTILAZANO

TMCS
TRIMETILCLOROSILALO

BSA

N, O BIS(TRIMETILSILIL)
ACETAMIDA

BSTFA
N,0 BIS(TRIMETILSILIL)
TRIFLUOROCACETAMIDA

Figura IT - Estructuras de los principales reactivos de
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SOLUCION PATRON METANOLICA

evaporacion bajo
flujo de helio

+dador TMS

+AcN o DMF
(t°C,tmin)

DERIVADO SILILADO DE LA HM

INYECCION DIRECTA CROMATOGRAFO

Figura I2 - Proceso general de formacibén de un -derivado.
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Para el estudio de esta reaccibn, en general,
a una cantidad del orden de 300 P8 de cada sustancia, -
se adiciond una cantidad similar de n-eicosano (020).
Después. de su evaporacibn bajo flujo de helio se afiadib
100 de reactivo y O - lOOPl del solvente adecuado. La =
mezcla se mantuvo a distintas temperaturas (desde ambiente
a 90 oC) durante tiempos variables (0-20 horas). Las con
diciones cromatogrificas fueron similares a las utiliza-
das para el estudio de los derivados metilados de los —-

fcidos imidazol acdtico.

La identidad estructural de los derivados se
ha puesto de manifiesto con los datos de CG-EM que se
aportan en el capitulo 4 . Aquf se hari mencibn de ellos

v sus fbrmulas sin dar énfasis a su identificacién

2.2.2.2.~ Tiempos de retencidn de los derivados.

Los tiempos de retencidn de cada derivado se
han calculado respecto a dos alcanos que eluyen cerca del
compuesto estudiado a partir de la fbérmula elaborada por
Kovats(94). Asi, el Indice de retencibén I queda expresado

de la siguiente forma:



g5

I 100(n

it

1 R -1 R
°9 X °3 z + Z )

1 R -1
°9 z+n °d Rz

7

tiempo de retencibn de la sustancia a analizar.

Rz

tiempo de retencidn del alcance normal de z &komos

de carbono.

Rz+n = tiempo de retencibn del alcano normal de z n

ftomos de carbono.

2.2.2.3.~ Curvas de calibracisdn

Para determinar el 1lfmite de sensibilidad del
detector FID respecto a los derivados sintetizados y —-
evaluar la linearidad de la respuesta, se prepard una -
reaccibn de histamina de 1pg/pl Yy devécidoﬂl,47metilmimi
dazol acético dé ZOoyg[pl-E%rtes alicuotas de 0,1 a 1
Pi.de estas soiuciénes se inyectaron en el cromatbdgrafo,

empezando por las de volumen més bajo.
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2+2+3.= RESULTADOS

2.2.3.1.~ REACCION DE SILILACION

2.2.3.1.1.~ AminoAcidos

Diversas pfuebas de sililacibn se realizaron
utilizgndo los 4 reactivos indicados en la figurall
La histidina y la metil histidina no dieron derivados
cromatografiables en las condiciones estudiadas, lo que
coincide coﬁ el vacio existente en la literatura sobre

la sililacibn de estos compuestos.

2.2.3.1.2.-'Aminas:

- Fleccifn de la mezcla de reaccifn.

Los estudios de las reacciones de sililacibn
se llevaron a cabo utilizaﬁdo varios reactivos y varios di
solventes. Los mejores resultados se bbtuvieron con las
reacciones ya sefialadas en la tabla 5 es decir las mez
clas BSTFA/TMCS y BSA/TMCS. Los rendimientos de reaccién
varian mucho si se utiliza un disolventé”bomofla piridina
acetonitrilo o ninguno, como se puede ver en la figura 1%
donde se muestra el perfil cromatogrifico del derivado dé

l1a histamina en las tres variantes anteriores. La canti
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dad “inyectada en'cada caso es-de ‘0,5 pe - el reactivo’ que

se utilizd fue la mezcla BSA/TMCS.

El rendimiento més béjo se obtuvo con la piridi
na a pesar de haberée efectuado esta reaccibn 30 minutos
a 60'QC y iés.dos éﬁias 20 miﬁﬁtos.a 20 eC, ya.que é eété
temperatura no se formb ningln derivado con este disolven
te. Este es el solvente més utilizado para la sililacidn
en cromatografia de gases y muchas veces se le considera
no sblo como un disolvente sind también como un catalizador
Qoe),Pero; en ciertés reabciones, la presencia de la pi-
ridina puede provocar una disminucibn de la velocidad de
sililacibn hasta anularla como en el caso de la n-octylami
na o de las catecolaminas (109). En la tabla se presentan
los resultados de la sililacidn de la histamina, actuando
la piridina o el acetonitrilo de disolvente o con la mezcla
BSA/TMCS sola. La mezcla BSTFA/TMCS utilizada en trabajos
anteriores no se pudo emplear debido a problemas de disolu
cibn; en efecto, al afiadir este reactivo al vial de reac-
cibn, seé formb siempre un precipitado blanco que desapa-
recerfia unicamente después de la adicibn de piridina a

acetonitrilo.

Este precipitado proviene probablemente de la -
formacibn de un clorhidrato de histamina por accibn del -
triclorometilsilano. Su disolucidn se obtiene facilmente
cuando se crea un medio bAsico por adicibn de piridina, por

ejemplo.
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TABLA ©

Influencia del disolvente sobre el rendimiento de la reaccibn

Vollmen de | Vollmen de Voldmen de Respuesta
Muestra Piridina . Acetonitpilo reactivo relativa
: (p1> = 7 (p)- “(pl) - HM (TMS)3
1 0 ‘ 20 100 82
2 20 0 100 2
3 100 -0 100 0
4 | 0 100 100 35
5 0 ’ 0 100 125

Los resultados obtenidos con los diferentes disol
ventes mostraron que estos provocan una disminucibén del ren
dimiento de la reaccibdn de derivatizacibn, 1o que nos ha --
conducido a no utilizarlos y a trabajar unicamente con la -

mezcla reaccionante de BSA/TMCS 4%.
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Cinética de la reaccibn

En la figuraI4 se representan los resultados
de la derivatizacibn,obtenidos con la histamina y la
1,4 metil histamina . En ordenadas aparece la relacibn
de alturas entre el pico del compuesto estudiado y el
pico del patrbn (C1g) habiéndose normalizado a una --
cantidad inicial similar para los tres compuestos. En
abcisas se representa el tiempo de reaccibn en minutos.
La reaccibn se llevd a cabo a 60 2C ya que a temperatu
ra ambiente no  Se obtuvo ninglin resultado aprecia
ble cromatograficamente. La reaccibn de derivatizacibn
alcanza su méximo a 60 °C después de 60 minutos. En esta
misma figura se puede ver el perfil cromatogrifico de
las dos aminas,obtenido con una columna 3% OV-17 y —-
después de haberse efectuado la reaccibn en estas con

diciones.

2.2.%5.1.%. Acidos

Eleccibn de la mezcla de reaccidn

Como para los compuestos anteriores, se hizo
un estudio de la reaccibn de sililacibn de los 4cidos,
utilizando tres reactivos diferentes, las mezclas HMDS/

/TMCS, BSTFA/TMCS y BSA/TMCS. Se estudid especialmente
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Figura T4 .- Cinética de la reaccibn de sililacién de la
histamina y metilhistamina y perfil cromato
gréfico obtenido con una columna 3% OV-17.
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la reaccibn de sililacidn con la mezcla BSA/TMCS 4%
ya que era la mezcla adecuada para el anflisis de las
aminas. Mo fue posible utilizar la primera mezcla --
(HMDS/TMCS) por problemas de disolucibn encontrados,
tanto para el 4cido imidazol acético como para el aci
do 1,4 metil imidazol acético; en efecto, el residuo
seco dejado después de la evaporacibn bajo corriénte
de helio de la disolucidn patrbn de cada metabolito
no sedisolviéal anadir el reactivo y uno de estos
cuatro solventes: benceno, acetonitrilo, dioxano y di
metil formamida. E1 método de Sweély y al(le3)que es
el método més frecuentemente utilizado en la 1itéra—
tura para la sililacidn emplea el HMDS/TMCS con piri
dina. Pero, este disolvente, como se ha'visto con las aminas
provoca una disminucibn muy fuerte de rendimiento de

reaccibn y por esto, né se puede utilizar.

Las sililamidas son buenos solventes y muchas
veces se pueden utilizar solas. El BSA y el BSTFA se
encuentran entre los dadores de grupos silil més --‘
fuertes y su poder se encuentra reforzado por adicibn

de TMCS (76,77).

Tos estudios de la reaccibn de derivatizacibn
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se llevaron a cabo con BSA/TMCS 4%, ya que este reactivo
dib mejores resultados que la mezéla BSTFA/TMCS como se
puede apreciar en la gréficaI5 , en.la cual se muestra
la respuesta obtenida por inyeccidn en la misma columna
de O,st de Me Im AA, después de reaccionar en las mis
mas condiciones (30' 602C) con cada uno de los dos =--

reactivos

L~ b
BSA/TMCS BSTFA/TMCS

Figura IS
La respuesta obtenida con el BSTFA/TMCS representd
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un 79,2% de la respuesta dada por los derivados formados

con la mezcla RBRSA/TMCS.

2.2.%3.2.~ Estudio de la mezcla de reaccibn.
Estabilidad.

La mezcla de reaccidn escogida fue el BSA/TMCS
4%. E1 BSA es uno de los agentes de sililacibn mds -—-
fuertes. Las estructuras propuestas para la bistrimetil

sililacetamida son las representadas a continuacibn:

cH
/7 3
0-8i-CH _0
CH3-C: N éHA3 CH — ¢~
Sy 3 ~N-Si(CH,)
v Si 33
/,Sl
b ’ (cuH,)
CH, oy CH, | 3’3
3
I I1

Giessler (54) estudid las dos estructuras posi
bles del BSA. Encontrd que el momento dipolar del BSA
(l,é?P') corresponde a una estructura 11,0 - bis .(TMS)
pero el espectro de RMN a temperatura ambiente did —-
solamente una seflal protonica para el grupo Si (CHB)B

en lugar de las dos esperadas. Esta sefial se desdobla

a 0eC.
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‘Pump y Rochow (127) después del estudio por RMI de sels
otras bis (TMS) amidas, pusieron en evidencia la movi

~ lidad del grupo trimetilsilil.. entre la posicibn -y Os

La reactividad del BSA se puede explicar a
través de las dos estructuras:la presencia del segundo
grupo TMS compite siempre para fijarse con el nitrbgeno

o el oxigeno y asi debilita el enlace del primer grupo.

Ultimamente, no obstante, se acepta como més
probable la estructura I con la posible oscilacibn de
los grupos TMS entre las dos posiciones dentro de la

moleculé.( 75) .

Otro punto que permite explicar la mayor fuer
za del BSA en relacidn a otros reactivos de sililacibn
es su posibilidad de formar un anién-en el estado de -

transicibn y estabilizar la carga negativa asi creada (77):

En efecto, la reaccidn general de sililacibn
ocurre segin el esquema siguiente formindose un zwitte-

rion como compuesto: intermediario:

\
HY: + (CH,) Si-X —— [vi——si==X] —— v-si(cH ), +HX
3 B CH. & 3

3
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En el estado de transiéibn tendremos, con el

BSA:
CH3 0-S8i(CH ) 6(;—Si(CH )
&t 1 Ca 3’3 &* ﬂ 33
Y t==Si==N=C=CH € > Y$==5i~=N=C~CH
I:I 4N 3 H 3
CH_ CH
3 3

Esto provoca una disminucibén de la energia libre de acti

vacibn.

Por otra parte, la fuerza del BSA se incrementa
debido a la presencia del trimetilclorosilamno que actla
de catalizador fcido: tiene lugar una protonatacidn del

BSA debilitando asf{ todavia mls el enlace TMS (I - 00-).

Por todo esto, se utilizd una mezcla de reaccibn
BSA/TMGCS al 4% (v/v) que, una vez preparada se conservd
a la nevera a (44 2C), su estabilidad mostrd ser de un

mes por lo que mensualmente tuvimos que prepararla.

2.2.3.3. ESTABILIDAD DE DERIVADOS DE LAS AMINAS Y DE LOS

ACIDOS.

El estudio de la estabilidad de los derivados
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formados muestra que estos empiezan a degradarse después
de permanecer unas 8 horas en la nevera a (+4 2C) o tres
horas a temperatura ambiente. Debido a esto, los derivados
se analizaron siempre inmediatamente después de su forma
cibn para evitar cualquier posible variacibn en la res-

puesta.

2.2.3.4.— TNDICES DE RETENCION

Se intentd realizar esta separacidn con fases
cromatogrificas de diferente polaridad: para esto se uti
1izd una fase OV-17 de polaridad media y una fase casi
apolar, la SE-30. No se obtuvo ningln resultado positi
vo con esta Gltima como se muestra en la figura 1I7. Los
indices de retencibn, expfesados en forma de indices de
Kovats calculados a partir de una separacidn cromatogréi

fica sobre wuna fase 0V-17 se muestran emn la tabla? .
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TABLA 7
DERIVADO FASE 3% O0V-17
1,4 Me Im AA (TMS) 1.975
- Im AA (TMS)2 ‘ 2.037
1,4 Me HM (TMS)2 2.126
HM (TMS)5 2.180

Indices de retencion expresados en Indices de Kovats de
los derivados trimetilsililados sintetizados en una fase

ov-I7.



I00

La estructura correspondiente a los picos cro
matogrificos obtenidos con los &cidos y las aminas se -
indica en la figura I6. En el capitulo 4 referente a —-
espectrometria de masas se estudia la estructura de estos

derivados.

2e2¢3.5.~ LIMITES DE DETECCION Y CURVAS DE CALIBRACION

Se llevd a cabo un estudio de la sensibilidad
del detector de ionizacibén de llama para distintas canti
dades inyectadas de los derivados sililados. La respuesta
para la mayoris de loé casos fue buena, llegéndose a de-
tectar cantidades del orden de 10ng . Sin embargo, el
rendimiento para la histamina no resultd tam bueno, de
bido seguramente a bajos rendimiehtos en la reaccibn de
derivatizacidn y a posibles pérdidas por degradacibn én
las lfneas del cromatdgrafo. En la figura l6aparece un
cromatbégrama de los cuatro derivados analizados conjun
tamente en una columna 3% OV-17 y 3% SE~30. Se pone de
manifiesto, en el primer cromatograma, en base a la cola
del pico correspondiente a la histamina el proceso de -
retencidn por adsorcibn. Por otra parte a partir del
estudio de la reaccidn de derivatizacibn, ya se cons-
tatd que la respuesta dada por una cantidad de Acidos

era el doble o el triple que la respuesta obtenida con



ACIDOS

==TCH2CO0Si(CHa)s
HQC N\/N a

(CH3g)3SiN~~N

AMINAS

[—_:—[-CHQ_CHZ N[S|(CH3)3]2 |
HaCNN B

——rCH,CH,N[SiCHg)al,
(CHg)gSiN~ZN

Figura I6,~ Estructura de los derivados

10T
Melm AA(TMS)

ImAA(TMS),

MeHM(TMS)2

HM(TMS),

sililados sintetizados. |
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/
/

‘ L | !
8 5 8 0
~ (min.)

O (min) 3% SE -30
3°%OV-7 '

Figura I7 - Perfil cromatogrifico de los 4 derivados anali=~
zados en una columna 3% OV-17 y 3% SE-30.

I:MeImAA , 2:ImAA , 3:MeHM , 4:HM.
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Figura 18.- Curvas de respuesta del acido 1,4 metil
imidazol acético y de la histamina en su
forma sililada.



Io4

me lm A4
(1

10 50 100

100 200 500 1000




"105

la misma cantidad de aminas.

Esto se traduce directamente en la curva de res
puesta representada en la figura I8, vemos que estas cur
vas son lineales a nivel del Nanogramo y que el nivel de
deteccibn para los 4cidos es de 10n8 y de 100ng para las
aminas. Las dos rectas pasan por el origen y nos permiten
pensar que los principales problemas de absorcibn o de
- degradacibdn han sido resueltos satisfactoriamente. Los
tratémientos éplicados_para optimizar el sistema croma-
togrifico y el»sistema espectrométrico se exponen més -

adelante en el capitulo 5 .

2.2+3.6.~ MECANISMO DE LA REACCION DE SILILACION

202.506019- A.MIITAS

El grupo amino es uno de los grupos quimicos
mds diffciles de sililar Sin embargo, en el caso de la
metil histamina y de la histamina, en condiciones relati
vamente suaves de derivatizacibn se ha posido sustituir
los dos protones. de la amina primaria por dos grupos tri
metil-sililo g pesar de los problemas estéricos previsi-
bles. En el caso de la histamina, un tercer grupo trime
tilsililo ha sustituido al probdn-de la amina secundaria

del anillo imidazol. Como se ha indicado anteriormente,
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no fue posible utilizar un disolvente para la reaccibn
debido a la gran disminucidn de rendimiento que provoca
ba. Hay que resaltar la importancia de la basicidad del
nficleo imidazol para explicar la fécil sililacibn de --

estas dos aminas.

En efecto, seglin su facilidad de protonacién,
las aminas reaccionan mis o menos rapidamente. Por ejem
plo, se ha demostrado que la dietilamina, con un carac-
ter bisico mis pronunciado que la n-butilamina, se sili
la mis facilmente. Se puede considerar que el Atomo de
hidrbgeno del nucleo imidazol es practicamente Acido ya
que los electrones del Atomo de nitrbgeno se encuentran
deslocalizados sobre el anillo heterociclico, ya que as?

aumenta la aromaticidad del anillo:

ST " = Ts-
6+FFNg¢;N

La fhcil sustitucidn de este &tomo de hidrbgeno
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viene forzada, también, por la existencia de formas tau-~

témeras ; como se indicd anteriormente en la introduccibn.

Debido a que no se ha podido aislar derivados
parcialmente sililados, se puede considerar que todos los
grupos silil entran practicamente juntos en la molécula
de HM o de Me HM. La menor reactividad tebrica de la --
amina secundaria del nficleo viene aumentada por la ba-
sicidad de este mismo y por el aumento de aromaticidad
-~ que implica la pérdida del protbén. E1 trimetilclorosila
no facilita 1la prbtonacién v, la histamina, a través -
del nficleo imidazol actfia de propio solvente, estabili
zando en parte, la carga positiva del estado de transi
c¢ibn. El equilibrio de la reaccibn se desplaza en el -
sentido de formacibn de los derivados debido a la pre

.sencia de un exceso de reactivo. (120)

202.5-6020— ACIDOS

Los Acidos se sililan mis facilmente que las
aminas debido a varios factores:

- Primero, los Acidos tienen més facilidad -
para perder un protdn.. a nivel de la funcibn Acida de
la cadena lateral. Esto, junto con el carfcter nucleo-
f{lico del 16n asi formado juega un papel importante en

la reaccibn de sililacibn. Por otra parte, el &tomo de

o/



Ie8

ESWLIH L wp
| %xov_mo.@_/ﬂ._w/%:uv |
NNISEEHD) (SOWL) . NZNISE(EHD)

Hi -

mmmxou_wuzfomIo._lL . T mﬁmIou_wVZNIUNIU |

,ﬂg‘fg_momN - o | ﬁfu:m o

umxu . | . ﬁomzo

| L _

(SomL) | mAmIUzm N [ SOWL) 3 AIUJ.m(

- | 2\/ R ;av; ~ NPNH
vmfufu,_ll_,_ . vzfofu.rlu_
BEH D)1 O~D=N-ISE(EHO) | Afg,mo)z._mmﬁfou

@f”_u - Y

Figura I9.-Mecanismo de reaccion de sililacion de la histanina.
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Figura 20.-lMecanismo de reaccion de sililacion del acido metil

imidazol acético.
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oxigeno es mAs efectivo que el Atomo de nitrogeno para
formar un enlace con el grupo trimetisilil debido a —--
‘qﬁe tienen dos dobletes de electrones libres cuando el

nitrogeno sblo tiene uno:

.. ) " . ’ ' : 4
R-NH R-C-O-H  ~—> R-C=0-H

Por todo esto, la reaccidn de sililacibn de las
aminas y de los Acidos se puede representar segln el es
quema de la figuraI9 y20 , actuando el trimetilclorosi-
lano de catalizador 4cido para facilitar la eliminacibn

de los diversos protones.

2.2.4. DISCUSION

El proceso de sililacidn de la histidina y de
sus metabolitos para la obtencibn de derivados volétiles

para su anflisis por cromatograffa de gases, resultd satis
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factorio excepto en el caso de los dos aminofcidos, histi
dina y metil histidina para los cuales no se consiguid
formar ningin derivado val&til. La sintesis de los deri
vados sililados tiene lugar en un solo paso, a 60 2C
durante una hora con la mezcla BSA/TMCS 4%. Para obtener
un rendimiento miximo de esta reaccibn, se tiene que evi
-tar el uso de cualquier tipo de<disolﬁente(piridina, ace
tonitrilo,...) y asegurar la eliminacibn de toda traza
de metanol proveniente de las disoluciones patrbén. En -=
estas-condiciones, se obtiene un perfil cromatogrifico

completo de los cuatro derivados en unos ocho minutos.

Los trabajos relativos a la formacibn de deri
vados similares (Butts y Navert) describen la formacibn
de dobles derivados con la histamina y la metil histamina

y analizan estas sustancias a nivel de microgramo.

El método de reaccibn que describimos es nuevo
en cuanto permite trabajér a unos niveles més relaciona~
dos con los niveles fisioldgicos de estas sustancias y
permite la obtencibén de un solo tipo de derivadof para
cada sustancia. Para asegurar su reactividad, la mezcla
de reaccibn BSA/TMCS tiene que ser preparada extempora

neamente.
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Por otra parte, el anflisis de estos derivados
se tiene que realizar lo m&s rapidamente posible, ya que,
como lo puso de relieve F. Colin, son muy sensibles a la

luz e inestables. ( 35)

Las consideraciones relativas al mecanismo de
sililacién de la histamina y del &cido imidazol acético
permiten poner en evidencia la alta reéctividad del --
nlicleo imidazol, asi como el proceso de formacibn de los

derivados de las aminas y de los 4cidos.
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Capitulo 3.
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3.1.- INTRODUCCIOW

El estudio de la reaccibn de sililacibn de los
tres grupos de compuestos a analizar puso de relieve va
rios problemas, entre ellos, la no obtencidh de deri-.
vados cromatografiables para la histiding v la metil hig
tidina, lo que impide, a priori, el estudio del anabolis

mo de la histamina.

‘Por esto, nos propusimos el estﬁdio"déilaif4;é_
reaccidn de formacidn de derivados acilados de la histidi
na, metil histidina, histamina y de la metil histamina ya
que a través de estas cuatro sustancias se puede contro-
lar el metabolismo de la histamina como se puso de relie
ve en la figura 2 . Por otra parte, a partirvde la sinte
sis de estos derivados, se penéé alcanzar pesos molecula
. res mAs altos y por tanto de nis interés para un estudio |
bioldgico. Finalmente, la reaccibén de acilacibn, represen
ta una ‘alternativa vAlida a la reaccién de sililacibn —-

dando derivados mis estables, sobre todo con las aminas

( 22).
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3.2.+= ANTECEDENTES

La reaccibn de acilscién implica la introduc-~
’ n
cibn de un grupo acilo (R - C =) en una molécula, por
sustitucibén de uno de los &tomos de hidrbgeno, segln -

la reaccibn

=0
=0

R - - X+ RY >——>» R -~ C - RY+ HX.

Los grupos quimicos susceptibles de ser acila
dos son numerosos y.los principales se indican en la --

tabla 8 .

Los compuestos que nos interesan analizar con
tienen grupos amino (I,II y III) y grupos 4cidos. El _—
grupo Acido no esti contenido entre los grupos quimicos
de la tabla 8 por lo que se tendri que bloquear a tra-
vés de la accién de otro reactivo (reactivo de metila-
cibn o de sililacibn). Por esto, todos los trabajos pu-

blicados sobre la acilacibn de los aminoacidos realizan
| esta derivatizacidn en dos etapas para formar finalmen-
te los esteres N-trifluoroacetil metilicos (TAM) como lo
reporta Bertilsson L. (12) o los esteres l-trifluoroace

til butiricos (TAB) como lo describen Roach y Gehrke (135)

Solamente el grupo de Gehrke presenta un deri
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TABLA & 2

PRICIPALES GRUPOS TUnCIOMALES SUSCEPTIBLES DE SER ACTLADOS ..

ESTRUCTURA QUIMICA NOMBRE

~NH, -NH - -N- ~ - Gminas primarias,

| » - | ~ secundarias vy ter-
tiarias.

-NH-CO-R R - amidas

-CH,OH CH-  -C- . dlcooles primarios,

| | - ' secundarios y ter-
tiarios. ‘

-SH .-‘gmpcs tiol

>C.-.=C(‘ n ) co’mpue'sﬁtés insaturados,
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}vado paré.lé histidina, los ptros.trabéjoé.oﬁiﬁen oyexplit“‘
can no haber ‘obtenido ningln resultado para este aminodcido
(5,52)Tanbién Gehrke describe las dificultades observadas
para su andlisis: en la misma columna tiene lugar una con
versibn del derivado en N-trifluoroacetil n-butil histidi
nato (derivado monoacilado) o en N, N bis trifluoroacetilo
n-butil histidinato (derivado diacilado) segln si se in-
yecta la muestra en butanol o anhfdrido trifluorocacético
El equilibrio entre las dos formas esti a favor del deri

vado monoacilado.

Un derivado més estable es el sintetizado por
I. Mac Arthur Moodie (6), el N-trifluoroacetilo N-carbe
toxi n-butil histidinato. Para esto son necesarias tres
reacciones diferentes: una de esterificacibn, otra de -
acilacibn y una tercera de carbetoxilacibn, é&sta (ltima
permitiendo una N-sustitucibn répida del imidazol para

formar un derivado més estable que el derivado N-acetilo

( 110).

Se obtiene asi un derivado estable y que croma
tografia correctamente ;. cuya estructura se expone a con

tinuacibn:

. [—TCHa~CH-NH-COCF,

A~ NN C
H5C2- 0§ 7 SOC4Hs

v/a
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En un trabajo de revisibén sobre la cromatogra
ffa de gases de los aminoacidos, E.Evans y P.llichols (48),
describen también los problemas inherentes a la cromato-
graff{a de la histidina: obtencibn de varios derivados o
de un rendimiento de derivatizacibn muy bajo, lo gue se
atribuye a la formacibn de la sal imidazolil de la hiéti
dina durante la esterificacibn del grupocooH, sal que se
disocia en el blogue de inyeccibn(45) o si la acilacidn se
- realiza a temperatura alta, se obtiene un derivado diaci
lado gque se transforma facilmente en derivado monoacilado
debido a la gran sensibilidad a la hidrblisis del protbn
esterificado del grupo imidazol ( 35,432,155 ) . Estas di-
versas estructuras quedan reflejadas en el esquema siguilen

te: (Fig.21.).
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OOR .

(jfb NHcoc:F3

CH3CON__J |
. HD dtacilada

- | COOR
- HoCHY

A NHCOCFal

- HN
HD monoacilada

e NHCOCF
ROOC-CH{ :

Cn42 HCL o |
N NH 3
N HOOC-CFy

sal del alquil- ester de
la N-TFA HD

Figura 2I.- El derivado diacilado de la histidina y sus produc
tos de hidrolisis.
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En uno de los (ltimos trabajos publicados, Pearce
(123Yescribe la formacibén del ester N-heptafluorobutiril iso
butilado de la histidina, derivado que se obtiene sola-
mente si se toman ciertas precauciones: adicibén de un --
antioxidante y calentamiento de la muestra.antes de su
inyeccibn con el anhfdrido etoxifbérmico a 110 2oC duran-
te cinco minutos. Por todo esto, consideramss que se te
nfa que estudiar una reaccibn de derivatizacibn original
para la histidina y su derivado metilado debido a los -
problemas presentados por los derivados descritos en la
literaturé. En base a un trabajo de Weygand (179) en el
cual describe la formacibn de 2 ~ trifluorometil - oxazo
lonas sustituidas en 4 por reflujo de diferentes amino-

fcidos con el anhfdrido trifluorocacético seghn la reac-

cibn:
R 0
R-CH-COOH N—
NHz (CFaCO)0 NP
H CFs

se decidib estudiar la reaccidn de acilacibn directa de la

histidina y la metilhistidina.
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Para la cromatograffia de la histamina y de la
metil histéminé, la problemética es muy similar: forma-
cibn de varios derivados e inestabilidad de la muestra.
Para estos compuestos, debido a la diversidad de los —-
grupos funcionales (aminas primarias, secundarias y ter-
ciarias, nitrbgeno imino), no es posible obtener a par-
tir de un solo reactivo un derivado Gnico para cada meta

bolito con una separacién y un tiempo de elucibn adecua

dos (119)-

Se decidi8 estudiar la reaccién de acilacién
directa de las cuatro sustancias apoyindonos en todos

estos datos.

Debido a la gran estabilidad del nficleo imida
zol y para evitar la formacibn de derivados facilmente
hidrolizables, se estudibd la reaccidn de acilacibn en
condiciones lo suficientemente drésticas como para evi
tar la degradacibn rlpida de los derivados, asi como la

obtencidn de mfltiples derivados.
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5¢3.1.= AMITTOACIDOS

Debido a los resultados negativos obtenidos
con la reaccidn de metilacibn se estudid la reaccibn
de acilacibén directa de la histidina y de la metil hisg
tidina, intentando formar un anhfdrido de &cido y una
amina acilada. Para estos dos compuestos, se hicieron
reaccionar cantidades del orden de 100 a 200 pe con -
100 a 200)LLde reactivo acilante (PFPA, HFBA o TFA) -
evitando toda traza de humedad y estudiando la influencia
de un disolvente. - Los viales de reaccidn se mantuvie
ron a distintas temperaturas (desde ambiente hasta 100
9C) durante tiempos variables (0 - 6 horas). Las muestras
enfriadas se evaporaron bajo corriente de helio y fue-

ron redisueltas en acetohnitrilo.

3.3.2.~ AMIITAS

El estudio de la reaccibn de acilacibn de las
aminas se llevd a cabo de un forma similar al estudio
de la reaccidn de acilacibn de los aminofcidos, utili
zando, tambisn, los diferentes agentes de acilacién.
El estudio cromatogréfico se realizd con columnas 3% OV-—

225, 3% OV-17 y 3% SE-30.
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Los anhidridos TFA, PFP y HFB se pueden utilizar
indiferentemente ya que difieren ligeramente en reactivi-
dad y volatilidad. Asf, se considera el anhfdrido TFA -—-
como el mls reactivo y el més volatil. Por otra parte, pa
ra muchos compuestos, los derivados HFB tienen mayor es—
tabilidad y mayor sensibilidad con un detector de captura
de electrones, pero los derivados PFP necesitarian tempe-
raturas de anflisis més bajas. Las condiciones de trabajo
con estos tres reactivos son muy similares. En general
los derivados son flciles de sintetizar y g0zan de buenas

propiedades cromatogrificas.

2.4.~ RESULTADOS

5.4.1.- REACCION DE ACILACION COY EL PFPA

3e4.1.1.~ AMINOACIDOS

En la literatura, los aminofécidos se esterifi-
can antes de su acilacibn ya que el reactivo de acilacibn
reacciona unicamentc con el grupo amino y no con el grupo

fcido. En un intento de conseguir la formacibn de un -~
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anh{drido de 4cido se hizo reaccionar la histidina y la
metil histidina directamente con el agente acilante =--
(PFPA, HFBA o TFA) y el acetato de etilo o el acetoni-

trilo de disolvente.

Las primeras pruebas de derivatizacidn en fun
c¢ibn del tiempo (Q - 3% horas) y de la temperatura --
(20 C - 100 eC), resultaron negatiﬁas, lo gque nos indu
jo a estudiar esta reaccidn paso a paso, primero la fase
de evaporacidn, despubs la reaccibn de derivatizacibn --
(cantidad de reactivo y de disolvente,. temperatura y -
tiempo de reaccidn) la evaporacibn de ia mezcla de reac

cibn y la eleccibén de un disolvente y finalmente, las —-

condiciones cromatogridficas,-ver figura 22-. .

Se ha expuesto anteriormente que los derivados
de la histidina y de la histamina son facilmente hidroli
zables. Por esto, se estudid especialmente la etapa de
evaporacibn para asegurar la ausencia de toda traza de
humedad. Se elimind la posible presencia de agua en el
gas de evaporacibn utilizando helio seco, Para lo cual
se hizo pasar el gas a través de un tubo relleno de --—
silicagel. Esta precaucibn no modificd los resultados

obtenidos.

 Seguidamente, se intentd eliminar las posi-

bles trazas de agué contenidas en el metanol de la di

.
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ATLICUOTA DISOLUCIO" METAMOLICA

v

Evaporizacibn-(eliminacidn toda traza
de. agua) '

SUSTANCIAS SECAS -~ HD y MellD

v

Fleccibn solvente ACOEZ o Acii
Eleccibn reactivo PFPA o HFRA

Fleccibn condiciones de derivatizacibn

DERIVADOS HED y MeHD

v

Evaporizacibn reactivo

Eleccibn solvente

THYECCION DERIVADOS

v

Eleccidn de la fase cromatogrifica

Condiciones cromatogrificas

SEPARACTIOY CROMATOGRAFICA

Figura 22 .- Esquema del proceso de formacibén de derivados

de la histidina y metil histidina.
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solucibn’stock’utilizando el método de Brooks: se afiade
dimetoxipropano al vial de reaccibn que puede reaccionar
con el agua presente y formar acetona y metanol, dos disol

ventes muy volAtiles:

| ?CHa |
OCHj;

CHaOH + CHzCOCH;4

La reaccidn se realizd de la siguiente forma:
una vez llevada a cabo la evaporacidén de la solucidn meta
ndlica de histidina y metilhistidina, se afiadid al vial
20 ‘Plde dimetoxipropano. Después de agitar se mantuvo
el vial a temperatura ambiente diez minutos. Se evapord
la acetona y el metanol formados, y se afiadid el PFPA,
la reaccibn se realizbd a 70 2C en la estufa durante una
hora. En estas condiciones, ningln resultado positivo

tampoco se obtuvo.

El tercer tipo de pruebas que se realizaron
fue en base a la utilizacibn de una placa caliente o
de un bafio de arena. Debido a la alta estabilidad de la
histidina y de la metil histidina que se refleja en el

cuadro adjunto: (Pabla 9).
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%'Recuperaciép .~ Hidrolisis a 110eC en:
6N HC1 3N Ac. p-Tolueno
24 h.| 48 h, | 72 h, sulfurico,
Histidina 98,8 96,2 96,0 97,2
Metil histidina 98,2 | 97,2 | 96,7 98,9
TABLA 9

La recuperacidn de las sustancias se calculd en rela-

cidn a la estabilidad de un standard interno (4-PEP) --

(Walizemski XK. 1977). (175).

se decidid llevar a cabo la evaporacidn utilizando un
bafio de arena cuya temperatura se fijo a 104 2C y en el
cual se pusieron los viales de reaccibn con la disolu-
cibn metandlica. Mo fue necesario utilizar helio seco

ni otras precauciones como enfriar el vial en un ambiente
anhidro. Una vez la disolucibn patrbn evaporada, se en-
frid el vial antes de afiadir la mezcla de reaccibn y -

ponerle a la estufa. Solamente utilizando el sistema de

evaporacidn descrito fue posible formar unos derivados
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acilados cromatografiables.

Se estudid la posible mejora de esta evaporacibdn
realizfndola de nuevo con helio desecado o con adicién
de dimetoxipropano. Con ninguna de las dos modificaciones
se obtuvieron mejoras. Asi{, las condiciones de evaporacibn
quedaron fijadas como sigue: bafio de arena a 104 C y co
rriente de helio de 5 a 10 minutos segln el volumen a --
evaporar. Se deja enfriar el vial y a continuacibn se --

realiza la reaccibn de acilacibn.

R.C. Hammond (66) indica que las aminas tercia-
rias y las bases heterociclicas como la piridina, catali
zan las reacciones de acilacibn actuando, probablemente,
por conversibn de los anhfdridos de &cido, como el anhi
drido pentafluoropropionico en iones mis reactivos, —-
los iones de acilamonio. Por esto, la reaccibn de acila
cibn se estudid en presencia y ausencia de la piridina,
asi como las condiciones de duracibn y temperatura de la
reaccibn. Las pruebas realizadas para estudiar la influen
cia de la piridina sobre el rendimiento de la derivatiza
cibn mostraron que este disolvente, como en el caso de los
derivados silanizados, provoca una fuerte disminucibn
del rendimiento y, por esto, los estudios cromatogréﬁi
cos se realizaron empleando {micamente el PFPA. Los per
files cromatogréficos correspondientes a los derivados
de la histidina y de la metil histidina obtenidos en pre
sencia y ausencia de la piridina se pueden apreciar en

la flgura 23 .
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(1)

Figura 2% .~ Separacibén cromatografica de los derivados penta
fluoropropionados de la (1) Me®D y (2) HD -
A) En vresencia de piridina. B) En ausencia de -
piridina.
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Por esto, la reaccidn de acilacibn se estudibd
utilizando el reactivo solo. En la figura24 se presen-—
tan graficamente los resultados obtenidos: en ordenadas
aparece la relacibn de alturas entre el pico del compues
to estudiado (HD o Me HD) y el pico del patrbn (020). En
abcisas se representa el tiempo de reaccidn en minutos.
Los dos picos cromatogrificos que se citan como HD - 2PFP

y Me HD - Z2PFP corresponden a los compuestos siguientes:

H H
e
I—_—:l—CHz"Cl:"'N-C<
HNGN C CoFs
o C,Fs )
HD-2 PFP
T
(=T CHzC-N-C’
CHyNN cl; CaoFs
3 N
O CyFj
MeHD-2PFP
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Figura 24.-Representacion gréifica del rendimiento de la
reaccidn de perfluorocacilacidn de la MeED y HD con PFPA

en'! funcibn del tiempo y de la temperatura.
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Seghin los resultados de la figura 24, resultd
practicamente imposible asegurar un buen rendimiento de
reaccibn de peffluoroacilacién conjuntamente para los -
dos aminofcidos a 100 2C.: En cambio, fue relativamente
fécil obtenerlo trabajando a 70 2C y con un tiempo de

reaccidn de 90 min.

Un estudio de la utilizacibn de diversos solventes
(‘tenceno, acetonitrilo, acetato de etilo), en cantida
des diversas mostrd que los resultados mis satisfacto
rios se obtienen empleando el reactivo solo, en gran can

tidad.

Asi, la reaccibn de derivatizacidn de los amino

&cidos se realizb de la forma siguiente:

Se 1llevd a sequedad bajo flujo de helio y en
el bafio de arena a 104 2°C el alicuota de disolucidn me
tanblica durante 5 a 10 minutos, seghn el volumen de la
muestra. Una vez el vial enfriado, se le afiade 100 a 200
"Pl.de anhidrido pentafluoropropibnico, se agita con el
rotamixer y se deja 90 minutos a la estufa a 70 2C. El
reactivo se eﬁapora después de enfriar el vial y se di

suelve la muestra en acetonitrilo para su anflisis.


http://jil.de
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Se4.1.2.~ AMIUVAS

La derivatizacibn de la histamina y de la metil
histamina se realizé en una sola estapa como en el caso de
los aminoAcidos. El estudio de la reaccibn de acilacibn
se 1llevd a cabo a 70 2C y a 100 2C. Los resultados se
pueden apreciar en la figura 25. Aqui, también observa-
mos una inestabilidad de los derivados formados a 100 2C.
La temperatura de 70 2C permite obtener mejores rendimien

tos con un tiempo mAs largo de. reaccidn.

Para estas dos aminas, el rendimiento de la =--
reaccibn fue mls alto utilizando el reactivo sblo que --—
empleando una mezcla reactivo/solvente (piridina, acetato
de etilo, acetonitriio, bencenc) en proporciones varia-

bles.

Debido a esto, la reaccibn de perfluorocacila~
cidn de las aminas resulta similar a la reaccibn de per
fluoroacilacibn de los aminofcidos y, por esto, las cua
tro sustancias se pueden derivatizar conjuntamente en

una sola etapa.

La cromatografia de las dos aminas realizada

tras una reaccibn de acilacibn a 70 2C de 90 minutos -
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Figura 25.-Representacion grifica del rendimiento de la
reaccidn de perfluorocacilacidn de la MeHM y
HM con PFPA en funcion del tiempo y de la tem-

peratura.
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Me HM-IPFP

- |
HMIPFP |

A

396 0V-17 3% SE-30

-, COCsFy
. r—-—-—-———rCHzCHzN\H
HN N |
- HM-1PFP .

| LCOC,F
(g:—.——rCHQCHgN\ 2's
CHaN N H

Me HM-1PFP

Figura 2g .~ Separacidn cromatografica de la histamina y de la
metil histamina.
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se presenta en la figura 26. En la figura puede apreciar
se que la separacibn de ambas aminaé no es posible sobre
3% SE-30, pero si en 3% OV-17, fase mucho mds polar. En
esta misma figura se representan las estructuras quimi
cas correspondientes a los picos HM - 1 PFP y Me HM -~

"'lPFP'

3e4.2.~ REACCION DE HEPTAFLUOROBUTIRACION

Se realizd el estudio de la reaccibn de acila-
cibn empleando el anhfdrido heptafluorobutimdo. Los re
sultados obtenidos para los aminoicidos y las aminas, -
coinciden totalmente con los obtenidos con el anhidrido
pentafluoropropionicoy tiempo y temperatura de reaccibn
similares (90 minutos a 70 2C); condiciones de separa-

c¢ibn por cromatografis idénticas:

- Fases 3% OV-17, 3% OV-225
-~ Temperaturas del detector (FID) 250 2oC

Temperaturas del inyector 250 oC

Temperaturas de la columna 160 oC

En la figura2?7 se representa el perfil cromato
grifico obtenido con los aminoicidos y las aminas despuds

de la reaccidn de heptafluorobutiracidn asi como las eg
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r—___—_I—CHQCH NHCOC3F7

CHaN N [oe]
CoF 5

MeHD - 2HFB

HD
[==T CHaGHNHCOC,F
HN _N C;O

MeHD
C3F7

HD - 2HFB

MeHM _

HM

=T CH2 CHNHCOC,F5
CHaN_N

MeHM -HFB

[=__—]—CH2CH2NHCOC3F7
HN_N

HM-HFB

Figura 27 .- Perfil cromatogrifico obtenido con los cuatro

derivados heptafluobutirados en una columna
3% OV=-17.
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tructuras de los derivados formados.

Estos son similares a los obtenidos anterior-
mente con el PFPA vy también, .se forman segln el mismo
mecanigmo de reaccidn como se pone de manifiesto més

" adelante.

2¢4.%.~ ESTABILIDAD DE LOS DERIVADOS

iTo se realizd un estudio sistemltico de la
estabilidad de los derivados formados por accidn del
PFPA o por accibn del HFBA; sin embargo, la experiencia
acumulada durante todo el desarrollo de este trabajo -—-
mostrd que estos derivados redisueltos en acétonitpi
lo se conservan varios dfas en la nevera a +4 9C; la
muestra no se conservaba en mejores condiciones si al
disolvente se le afiadia un 5% de reactivo (PFPA o HFBA)
como se describid para otras aminas bibgenas (Fri y Col

1974).

3.4.4.~ TIDICES DE RETEICION

La tabla 10 muestra los datos de retencibn,

o/
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TABLA 10

TTDICE DE KOVATS

Compuesto 3% OV=-17 3¢ QV-225
|
Metil histidina-2-PFP 1582 f 2015
Metil histidina-2-EFB 1594 2030
Histidina-2-PFP 17326 2355
Histidina-2-HFB 1767 23597
Metil histamina-l-PFP 1763 2147
Metil histamina-1-HFB ! 1815 2212
Histamina-1-PFP 1827 244.3
Histamina-1-HFB ; 1897 2537
i
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expresados en forma de {ndices de Xovats, de los dife-
rentes derivados acilados. Los resultados dan una idea
del perfil cromatogrifico que se obtendria a partir de
una mezcla de todos los compuestos listados, cromato-
‘grafiados en colummas de distinta polaridad (OV-225 vy
OV-17). Representando graficamente los indices de --
Xovats de estos derivados, puede ponerse en evidencia
la influencia sobre dichos valores de la distinta pola
ridad de las fases. Si se representan los Indices de
Kovats obtenidos en ambas fases estacionarias seglin

la figura 28 puede comprobarse que los retrasos en 1la
elucibn én la fase OV-225 respecto a la OV-17 (mayores
Iindices de Kovats), son debidos principalmente a dos
factores: por una parte la polaridad de las fases: la
constante de McReynold (132 ) de la fase 0V-17 es de
884 y la de la fase OV-225 18l13. Esta constante a tra |
vés de la medicibn de los Indices de retencibn de va-
rias sustancias en escualeno y en 0V-17 o OV-225, per
mite clasificar las diferentes fasesjasi, la 0V-225 -
tiene un valor mds alto y por esto es méls polar (mas
selectiva) que la fase OV-1l7. El segundo factor re-
fleja la existencia de derivados miAs o0 menos polares
segln si llevan un grupo metilo a nivel del nficleo
imidazol o no. Esto queda expresado en la figura 28

en funcibn inversa de las pendientes de las rectas. En
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| | | 3%0V-225

1500 2700
‘ - lder MeHD
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1der Hpm
, |

500 1700 1900 1pg | 2700
3%0V-17
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 Kovatg °n las fagesg 3% OV-17 v 3¢ 0v-225
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esta figura, se puede comprobar también que los derivados’
pentafluoropropionados y heptafluorobutirados dan resul
tados similares alin cuando esto implica la entrada de un

grupo CF2 suplemnentario a nivel de la cadena lateral.

I.a menor polaridad de una fase se traduce en
un menor indice de Kovats para cualquiera de los compues
tos estudiados en tanto que una mayor polaridad del solu
to provoca una mayor diferencia de los indices de Hovats
del compuesto entre las dos fases utilizadas (AI). Estos
fenomenos se ilustran en la figura 29 en donde se ha --
tomado la histamina 1 PFP y la metil histamina 1 PFP co

mo ejemplo.

3e4.5.- TIMITES DE DETECCION Y CURVAS DE CALIBRACLON

Se 1llevd a cabo un estudio de la sensibilidad
del detector de ionizacidn de llama para distintas can
tidades inyectadas de los derivados pentafluoropropio
nados. La respuésta fue correcta en la mayoria de los

casos, lleghndose con facilidad a detectar cantidades
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Figura 29 .- Influencia de la polaridad de las fases estacio
narias vy de la polaridad del compuesto cromato
grafiado sobre el tiempo de retencibn expresa-
do como {ndices de Kovats. Se ha tomado la --
histamina y la metil histamina como ejemplos.



I45

del orden de 15 — 20ng . Sin embargo, el limite de detec
cidn para los compuesvos MeEM - 1 PFP y HM - 1 PFP, es
aproximadamente del doble debido seguramente a bajos -
rendimiento en la derivatizacibdn y/o a posiblés pérdi-
das por degradacibn en las lineas del cromatbdgrafo. En
la figura 30 aparecen las correspondientes curvas de -
calibracibn para las cuatro sustancias estudiadas. La
variacidn en el nivel de deteccibn no es funcibn de la
polaridad del anillo imidazol, sind funcidn de la natura
leza de la cadena lateral, ya que la respuesta de los -
dos aminofcidos es del mismo orden frente a la respues

ta dada por las dos aminas.

5.4.6.= MECAITISHOS DE LA REACCION DE ACILACION

Las estructuras de los derivados heptafluorobu
tirados y pentafluoropropionados se han representado ante
riormente. En el caso de las aminas,tiene lugar la entra
da de un solo grupo acilo en la cadena lateral. De nin-
guna forma se podfan obtener otros derivados (di o tri-
acilados) El1 imidazol perfluoracilado o acetilado ha sido
comercializado por diferentes casas como agente de acila

cibn, su alta reactividad siendo debida a que los elec-
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Figura 30. - Curvas de respuesta obtenidas con el detector
de ionizacidn de Llama de los derivados estudia
dos obtenidos con una columna 3% OV-225.
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trones del Atomo de nitrdgeno se encuentran deslocaliza
dos en el heterociclo . Por ejemplo, el MW-trifluorocace

til imidazol se hidroliza casi instantaneamente:

0o
6 0 ,/'_'=N
CF3-C-N

6t =

Por esto, su fuerza de acilacidn es similar a la de los
anhidridos de &cido. Esto explicaria porque no se ha po
ddo aislar en nuestro laboratorio un derivado con un --

grupo acilo en el anillo imidazol.

3 4.6.1.—~ ACTILACTON DE LOS AMTNOACIDOS

La acilacién directa de la histidina y metil
histidina debfa conducir a la entrada de grupos acilo
a nivel de los dos grupos funcionales de la cadena la
teral, por una parte se debfa acilar el grupo amino
y por otra parte, a nivel del grupo acido se debia —-

formar wn anhidrido de A&cido.

La acilacidn del grupo acilo tuvo lugar segin
lo previsto por sustitucibén de un &tomo de hidrbgeno. El
mecanismo de reaccidn mls generalmente propuesto, es

la acilacidn electrofilica directa, pero, mecanismos nu
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cleofflicos o de eliminacibn de un radical libre se han

descrito tambibén (140).

De hecho, el mecanismo de reaccidn re
side seguramente en un equilibrio entre estas diversas

posibilidades :

R-CEO+-X' (1)

/’

O ;
R-C? ———— R-C=0+ X* (2)

X
\R—C‘_—,O + X, (3)
,0
C2F5"‘C\ /O
O + RNHy — CyF5-C  +C,F5COoH
CyFs5-C. H
O

La acilacibn del grupo Acido del aminofcido no

condujo a la formacibdn de un anhidrido de Acido como se
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podfa preveer sind al compuesto correspondiente pero con
cuarenta y cuatro unidades de masa menos. Para el deri-
vado pentafluoropropionado de la histidina, obtuvimos un de
rivado con un idn molecular de masa Mt = 403 en lugar --
del esperado a Mt = 447, El primer valor se comprobd en -
los espectros de masa obtenidos a bajas energlas de ioniza
cibén electrdnica (20,12,10 y 7,5 eV). E1l realizar los eg
pectros de masa a energfas de ionizacibn bajas, permite
obtener un ibn molecular mls abundante ya que se produ-
cen menos pragmentaciones debido a la menor energia de

ionizacibn aplicada.

Esta pérdida de cuarenta y cuatro unidades de
masa corresponde a una eliminacidn de CO, durante la reac
cibn de derivatizacibn. Las estructuras del derivado es-
perado (M+'= 447y y del derivado obtenido quedan repre-
sentadas en la figura 3T en la cual se ha indicado tam-
bién los valores de los ppincipales fragmentos que se de

berian formar a partir de cada compuesto.

+ .

Los fragmentos del derivado M = 405 se pudieron
comprobar en su espectro de masas y no los fragmentos del
derivado ut = 447 como se verd en el siguiente capitulo.
Debido a los resultados obtenidos y para compro

bar si realmente se formaba esta clase de derivado de la
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histidina y de la metil histidina, con los diferentes reac
tivos de acilacibn a nuestra disposicibn, se sintetiza-
ron sué derivados trifluoroacetilados. EL anhidrido tri
fluoroacético se considera mls reactivo que el HFBA o el
PFPA y da derivados cuyas teﬁperaturas de anflisis estén
entre las de los derivados PFP y las de los derivados —=-—
HFB (122).En nuestro caso, fue necesario llevar a cabo la
reaccibn de derivatizacidn a 100 2C a la estufa ya que

el rendimiento obtenido a 70 2C :era muy bajo. Para esto
fue necesario trabajar con ampollas scelladas ya que el
anhfdrido trifluorocac&tico es muy volitil. Con este =-
reactivo no obtuvimos los derivados descritos por Weygand
(179) sinbd los derivados correspondientes a la histidina
y la 4 - metil histidina cuyos pesos moleculares muestran
una pérdida de 44 unidades de masa en relacibn al peso

molecular tebrico .

Asf podemos decir que para todos estos deriva
dos acilados, tiene lugar un proceso de decarboxilacibn
durante la derivatizacidn tinicialmente se forma el anhi
drido mixto de Acido previsto, con la entrada de los gru-
pos PFP, HFB o TFA, segln el reactivo empleado, seguida
de una reaccidn de acilacibn intramolecular con catalisis

bisica del nficleo imidazol.El.mecanismo propuesto se re-—



presenta en la figura 32, actuando el anhidrido pentafluo
ropropionico de reactivo para formar el derivado de la ——

histidina.

3e4.6.2.~ ACILACION DE LAS AMIUVAS

Por acilacibn de las aminas con los diferentes
reactivos empleados, obtuvimos los derivaaos correspondien
tes a la entrada de un grupo acilo a nivel de la amina -
primaria de la cadena lateral como estaba previsto y de
forma similar a la acilacibn del grupo amino de los amino-

fcidos descrita anteriormente.

3.5. DISCUSION

La reaccibdn de acilacibn de los grupoé‘e~-,
amino y 4cido con anhf{drido pentafluoropropionico, hepta~
fluorobut.irico ¥ trifluorocacetico se ha estudiado desde
el punto de vista del disélvente empleado y de las condi
ciones de duracidn y temperatura de la reaccibn. Hasta Ia
fecha, el empleo de estos reactivos como agentes directos
de acilacibn para la histidina y sus derivados, no habia
sido objeto de ningln estudio como el aquil presentado. Por

lo que respecta al empleo de un disolvente, cabe sefialar
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que los resultados mejoran mucho trabajando con el reac

tivo puro.

Las conclusiones obtenidas del estudio de los

derivados se pueden resumir en los siguientes puntos:

~ En el caso de las aminas y de los amino- -
&cidos, las condiciones de derivatizacibn que dan lugar a
un mayor rendimiento son de 90 minutos a setenta grados
centigrados con el anhidrido pentaflupropropionico y --
heptafluorobutirico, de sesenta minutos a cien grados -
con el anhfdrido trifluoroacetico. EL uso de ampollas -
selladas para este (Gltimo reactivo hace méAs dificil su
utilizacibn y aconseja el empleo de los dos primeros.
Los diferentes derivados cromatografiaron correctamente
en una fase 3% OV-17 y 3% OV-225, siendo el tiempo de -

anflisis de unos 6-8 minutos.

En conjunto, los resultados anteriores permiten
la seleccidn de aquellos parlmetros que conducen a: 1)
méximo rendimiento de la reaccibén y por consiguilente --
1imite de deteccibdn inferior por unidad de peso de cada
compuesfo v 2) mejor grado de separacibn empleando una
fase estacionaria determinada. La eleccidn de este (Gltimo
punto debe realizamrse de acuerdo con los Indices de Xovats

presentado en la tabla 10.
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La sensibilidad del sistema CG-FID para los deri
vados sintetizados, es buena para todos ellos. En el caso
de los derivados de la histamina y de la metil histamina,
factores de degradacidn y/o falta de reaccidn son los res
vponsables de una menor sensibilidad. Este hecho se puso
de manifiesto también, con los derivados sililados de es-

tas dos aminas y serd objeto de estudio mfs adelante.

-~ Estos derivados, de concepcibn totalmente -—-
nueva, nuestran un interés particular importante ya que -
por una parte son sustancias muy estables lo que permite
su utilizacibn para el estudio del metabolismo de la his-
tamina y por otra parte resuelven el importante problema
analitico de la histidina en la determinacibn de aminofci
dos por cromatografia de gases. Como se ha #isto al inicio
de este capitulo, la nistidina es uno de los aminofcidos
més dificiles de cromatografiary muchas veces forma dobles

derivados.

Finalmente, la elucidacibn de la estructura de
los diferentes derivados de los dos aminodcidos ha permi
tido poner en evidencia un mecanismo de reaccidn original
explicando la pérdida de cuarenta y cuatro unidades de -
masa observada,asi como el porque no utilizar un disolven
te polar para la reaccibn ya que éste impide de alguna -

forma, el efecto catalizador del nficleo imidazol.
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Capitulo 4.
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4.1.- ATECEDENTES

Los esgspectros de masas de la histamina y de la
metil histamina han sido publicados y estudiados princi-
palmente en dos trabajos(44,153pero, en general, los au-
tores que han sintetizado sus derivados no han realizado
el estudio espectrométrico correspondiente. Los trabajos
relativos a los derivados de la histidina son més numero
S0s, ya que se han publicado miltiples trabajos sobre —-
andlisis por GC-MS de los aminohcidos(5,7). Pero, no —-
existe ningln estudio sobre interpretacién de los espec-—-
tros realizadospara comprobar la estructura de los deri
vados sintetizados. Por otra parte, como los derivados -
formados en nuestro laboratorio son originales, el estu-
dio espectrométrico se realizd en base a trabajos més --
generales o a libros tebdricos sobre fragmentografia de -
masas(14,26) . Se comprobd que las caracteristicas espec
trométricas mis sobresalientes de los derivados silila-
dos son comunes a las observadas por diversos autores --

para otras aminas biogenas ( 29,49).

Los derivados acilados mostraron un mecanismo
de fragmentacidn original que no habfa sido descrito --

hasta ahora para otras sustancias similares.



4.2.- METODOS

4.2.1.- Cromatografia de gases-Espectrometria de masas.

La identificacidn de los diferentes compuestos
se 1llevd a cabo por cromatografia de gases-espectrometria
de masas (CG-EM). Para ello, se utilizd un cromatdgrafo de
gases Perkin-Elmer modelo 3920 acoplado a un espectrdmetro
de masas Hitachi Perkin Elmer RMU-6H a través de una inter
fase de tipo "Jet"'". La fase estacionaria empleada en todos
los casos fue OV-17. Las cantidades inyectadas fueron del

orden de 2-5 Pl' que contenian 5-20 Pg de las sustancias.

La temperatura del separador molecular se mantu
vo a 200-250 2oC segin la temperatura de la columna croma
tografica. La temperatura de la fuente de iones del es-
pectrbdmetro de masas fue de 180 °C vy los espectros se re
gistraron generalmente con una corfiente de ionizacibn de
70 eV. Se utilizaron energias de ionizacidn del orden de
15 a 20 eV para confirmar picos moleculares e iones metas
tables. El voltaje de aceleracidn se varid entre 1200 y

2400 voltios segln el intervalo de masas a cubrir.

Se realizaron también espectros de masas de los
compuestos originales sin derivatizar para poder usarlos
como referencia en la interpretacibn de los espectros de

masas de sus derivados. Para ello, se introdujeron las

o/
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nuestras sblidas (400 - BOO‘pg) a través de la entrada --
directa de sbdlidos. Se realizd a continuacibén una wolatiza
cidn progresiva del compuesto por medio de los calefactores
de la sonda para sbdlidos.lLa introduccidn de los vapores en
la fuente de iones y en el espectrdmetro se registrd a tra

vés del monitor de ionizacibn total (TIM).

4,2.2.~ NORMALTIZACION DE LOS ESPECTROS

Los espectros de masas se calcularon normalmente
a partir de los picos trazados en el papel registradér. Se
asignd al pico base de cada espectro una abundancia de =--
cien y se calcularon las abundancias de los demis iones re
lativas a este valor. Para ello se midid la relacién entre
la altura de cada i6n y la del ibn que did lugar al pico
base. En general no se calculd la abundancia de los iones
que eran inferiores al 3-5% del pico base, excepto en ——
aquellos casos en que se consideraron de importancia para
la interpretacibn de los espectros, tal como sucede en al
gunos iones que aparecen a masas altas cercanas al 16n mole

cular , 0 bien con los picos isotdpicos de &ste.

Se registraron también los iones metastables -
que aparecieron como picos anchos y de baja intensidad. En
la mayoria de los casos se intentd descifrar cual era la

transicidn que daba lugar a dichos iones aceptando el su
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puesto de que los iones causantes del ién metastable eran

monopositivos. Para ello se empled la siguiente férmula:

suponiendo una transicidn:

+ *
M Py m -+ m
a e

4.%.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1.- ESPECTRO DE MASAS DE LOS COMPUESTOS LIBRES

Para comprobar la estructura de las sustancias
patrén (HD, MeHD, HM, Me HM, TmAA, MeImAA), se realizd -
sus espectros de masas introduciendo directamente la mues
tra sblida en la fuente de iones. En la literatura se han
podido encontrar directamente la descripcidn de los espec
tros de las cuatro primeras sustancias, pero no los espec
tros de masas de los &cidos imidazol acdtico y metil imi-

dazol acético. En cada caso, para todos los compuestos, —-—
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el pico base corresponde a una rotura en p con reordena-
miento de un &tomo de hidrbgeno formlndose asi el ibén --
m/e 96 6 m/e 82, seglin si el compuesto se encuentra me-
tilado o no a nivel del anillo imidazblico. La fnica -—-
excepcibn la constituye el Acido imidazol acético que —-
tiene como pico base un ibn de m/e 81 que corresponde a
una rotura en p pero sin reordenamiento de un &tomo de
hidrdgeno. Se incluyen aqui, unicamente los espectros re
lativos a los dos metabdlitos Acidos de la histamina --
(fig. 33), yaquela descripcibn de los otros se puede -

encontrar en la literatura y se han resumido en la tabla
11,

A lo largo del trabajo, se verificaron estas -
estructuras para comprobar la conservacibn del stock y -
obtuvimos siempre los mismos espectros 1o que nos permite

afirmar que ninguna de estas sustancias se degradd a lo

- largo de este estudio.
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Figura 33.-Espectros de masas de los derivados Acidos

de la Histamina.
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TABLA 11

FRAGMENTOS MAS ABUIDAYTES OBSERVADOS EY LOS ESPECTROS DE

IMASAS DE LA MefD, HD, MesM y M.

Me D D Me T 15

n/e % n/e % wm/e % m/e %
M 169 23 155 8 {125 5 | 111 39
M- H 124 8 | 110 16
M - IHz 108 6 o4 8
M - CO, 125 44 | 111 1s
Roguiaﬁen 96 100 g2 100 | 95 100 | & 100
Rotura enf | 95 88 8l 83 95 50 8L 79
Iggtff?_g% 82 32| es 13 | 82 28| 68 10
Rotura en | g7  gg 8l 89| 67 10
p - cH,
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4.3.2.~ ESPECTRO DE MASAS DE TLOS DERIVADOS SILILADOS

Los espectros de masas de los derivados sililados

demuestran que en la histamina entran tres grupos silil:
HM(TMS)5 , en la metilhistamina y el &cido imidazol acé
tico dos grupos silil cada uno:MeHM(TMS)2 Yy ImAA(TMS)2 -
cuando en el 4cido metil imidazol acético entra un solo
grupo:MeImAA(TMS). Las aminas (HM y MeHM) se caracterizan
por tener un pico base a m/e 174 que corresponde a una ro
tura en f§ con retencibn de la carga positiva sobre el ni
trbgeno de la cadena lateral rformindose asi el ibn bis —-

(trimetilsilil) amonio:

CHy= N+[Si(CH5)5] 5 Otro ibn caracterfistico es
el correspondiente a M - 101l formado por rotura en B se-~
guida del reordenamiento de un grupo trimetilsilil sobre
el resto imidazblico formfndose el i6n M —[:CH2=N-Si(CH3);
. Esta fragmentacibn queda representada para la
metilhistamina en la figura 34. Los espectros de las --
dos aminas se representan en las figuras 35y 36 indicéndose

las principales fragmentaciones.



=
o)
)

M- 153
(C H3>2 ¥
‘174 /Sl "CHg
H3C-N__N . \S‘(CH3)3
9?_:
M = 269

/ :C H2= NSl(CH3)3
- m/e 101

+ .
CHy=N([Si(CH3)31»

CImle 174 ¥
m/e 96 M-95 m/e 168

M-173 | M-101

Figura 34.-Fragmentaciones principales de la metil

histamina disililada.



167

Figura 35.-Espectro de masas de la histamina trisililada.
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Figura 36.-Espectro de masas de la metil histamina disililada.
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Los iones moleculares de los dos Acidos son més proeminen
tes que los de las aminas. Sin embargo, el pico base para
los dos aparece a un m/e correspondiente a la pérdida de
44 unidades de M que corresponde a una eliminacibn de —-
CO2 en cada caso. Otros iones abundantes corresponden a
la eliminacibn de un grupo metilo del pico base (M-44)-
-15 . Los espectros de los Acidos quedan representados
en las figuras 37 y 38 con las principales fragmentaciones
indicadas a nivel de sus estructuras y de los espectros.
Un resumen de la fragmentacibn de estos cuatro derivados

se indica en la tabla .12.

4.5.5.? ESPECTROS DE MASAS DE TOS COMPUESTOS PEiTA-

FLUQROPROPIONADOS.

4’-5.3.10— A.minas

La acilacibn de las dos aminas permite en cada
caso la entrada de un solo grupo -COC2k a nivel de -
la amina de la cadena lateral como muesfran los espectros
de masas de la histamina y de la metil histamina represen
tados en las figuras 39y 40 . Los iones a m/e 69,100,119 y

147 corresponden respectivamente, a los fragmentos CFB’ -

/.
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Figura3?/.-Espectro de masas del 4cido imidazol acdtico .

disililado.
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Figura 38.-Espectro de masas del &cido metil imidazol acé-

tico monosililado.
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TARLA I2

‘Abundancias relativas de los principales fragmentos de los

derivados TMS de los metabolitos de la histidina.

_HT(TMS)B : Me-HT(TMS)2~-
m/e (%) m/e (%)
M 327 2 269 I
M=-I5 312 17 254 20
CH2;§(TMS)2 I74 100 I74 I00
M-IOI 226 I7 168 17
Rotura enp+H| ISH 22 _ 9% 9
ACTDOS
ImAA(TMS)2 MeImAA(TMS)
n/e (%) n/e (%)
M 270 91 212 57
M-I5 255 67 197 90
M—4-2h 226 100 168 100
M=-45 225 20 167 20
(M=-44)-15 21T 45 I55 55
Rotura enp+H I54 59 96 I°
Rotura en.ﬁ 153 36 95 66
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Pigura 39.-Espectro de masas de la histamina pentafluoro-

propionada.
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Figura 40.~Espectro de masas de la metil histamina penta-

fluoropropionada.
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C2F4’ 02F5 y CgFSCO. Para la metil histamina monoacilada,
el pico base corresponde a una rotura en 8 de la molécula
formindose el ib6n m/e 95. La captacibn por reordenamiento
de un Atomo de hidrbgeno para formar el ib6n m/e 96‘es muy
poco abundante. Otro ibn importante es el relativo a una
rotura en y con reordenamiento de un f£tomo de hidrbgeno -

para formar el ibn [M— (F¥H- CQ-~ CEFS) - Hr'm/e = 108.

El espectro de la histamina monoacilada muestra
picos similares pero, la abundancia de estos dos iones se
encuentra invertida: en este caso, el pico base es el ibn
formado por rotura en y segulda por un reordenamiento de
un Atomo de hidrbgeno. El ib6n correspondiente a la rotura

en.ﬁ es asi menos abundante.

La acilacibn de los aminoacidos, sin previa este
rificacidn no se utiliza comunmente; pero de su perfluora
cibn directa con el PFPA puro, se puede pensar obtener la
incorporacibn de dos grupos PFP tanto en la histidina como
en la metil histidina. Asi durante la reaccibn de deriva

tizacibn puede racilarse el grupo a-i, de la cadena la-
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teral formando uwn grupo ' - CO - 02F5 . El grupo g car

boxilo puede formar un anhidrido mixto del tipo Rl - CO -
- =0 = CO0 C2F5. En el capitulo anterior, se vid que esta

molécula diacilada es inestable debido al carfcter blsico
del anillo imidazol y sufre una descarboxilacibn intramo
lecular segln el mecanismo descrito en la figura 31 . Los
espectros de masas de los derivados acilados de la histi
dina y de la metil histidina se presehtan en las figuras

41 y 42.

De acuerdo con los estudios previamente realiza
dos sobre la fragmentacibn de otros derivados de amino-
fcidos(52,102)1los picos mayoritarios en estos espectros
son los que provienen del llamado "fragmento de la amina”
que aparece a m/e 256 y 270 asi como los derivados del -
fragmento imidazolil - CH, O de "expansibn del anillo®
a m/e 8l y m/e 95 repectivamente. Fn relacibn a los ==
Gltimos fragmentos, se sabe que la introduccibn de un -
sistema aromitico en el radical de un amino acido favo-
rece las posibilidades de rotura de otros enlaces, espe
cialmente el Cq - CB ya que la carga positiva puede =~

quedar muy bien acomodada sobre el carbono en.g .

De otra parte el "fragmento ester" correpon=-
diente que se esperaria a una masa equivalente a m/e
322 en cada caso (=81 y M-95) es sospechogamente ausente

de estos espectros (ver tabla 13).
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Figura 4I.-Espectro de masas de la histidina pentafluoro-

propionada.
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Figura 42.-Espectro de masas de la metil histidina penta-

fluoropropionada.
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De todas formas, se sabe que este fragmento es
poco abundante en los esﬁectros de muchos amino acidos -
con un grupo a--NH2 libre. Esto es debido a gque la carga
positiva del carbono @ esta estabilizada en parte por re
sonancia con el grupo g amino y al mismo tiempo desesta
bilizada parcialmente por la proximidad del grupo carbo

%i1lo.

En este caso, como ocurre también con los deriva
dos trifluoroacetil bubtirados (52) uno de los Atomos de
hidrbgeno del grupo amino ha sido sustituido por un gru
po pentafluoropropionado gue desestabiliza la localiza-
cibn de la carga positiva sobre el nitrbgeno del grupo
a amino. Esto se debe sobre todo a la carga 6¥ inducida
sobre el grupo carboxilo vecino,por efecto inductivo del

grupo 02F5 electronegatiwo.

El resto del espectro de masas parece més -
simple ya que los otros iones abundantes (m/e 69, 100,
119 y 147) provienen como en los espectros de las ami
nas discutidos anteriormente del grupo perfluoro-acilo.
Pero, exceptuando los iones[M-ﬂ,[M-Fﬁ]y[(M-F) -Fg, al
final de los espectros, algunos picos minoritarios son
interesantes ya que permiten explicar la fragmentacidn
de estos dos compuestos: se trata del doblete situado a
m/e 282 y 284, en el espectro derivado de la histidina
v a m/e 296 y 298 en el espectro del derivado de la me-
til histidina (ver tabla 13), y de los picos pequefios a

m/e 96.



TARLA 13 Tee

ESPECTROS DE MASA DE LOS DERIVADOS PETAFLUOROPROPIONADOS DE
LA HISTIDINMA Y METIL HISTIDITA

MeHD ED : MetlD gD

417 2.79 (M) - 82 10.09 44.,38(7")
40% - 5.05(M) 81 22.92 100.00
398 1.93(M-19) - g0 2.58 -
384 - 4,71(M=19) 79 1.93% -
343 - 5.04 78 1.35 -
298 4,08(VI) - 77 4,73 6.05
296 3.65(VII) - 75 7+09 -
284 - 9.82(VI') 73 5.58 16.81
282 1.07 7.53(VII') &9 5.01 26.23
281 0.86 - 68 5o 44 %.06
280 2.36 - o7 8.81 2.35
278 2.15 - 66 7.95 3,97
271 7.52 - 65 - 1.48
270  67.h4(1) -

266 - 4,3%7

264 - 4.84

257 - 14.79

256 - 85.07(1")

252 2.36(IV) -

24.3 1.50 -

238 - 6.39 (IV')

224 - 4,51

207 - 3.43

175 0.o04 -

169 - 2l.12

168 - 16.48

150 3.65 -

136 1.29 6.05

135 10.09 -

134 1.5 -

124 1.5 -

123 13.53 -

121 8.59 14,79

120 2.36 -

119 %%.3% 21.45

109 1.9% 32.28

108 3.65 5.38
. 107 5.37 6.72

106 3.01 -

101 1.9% -

100 9.24 9.41

97 4,94 -

96 45,03 (V) -

95 100.00 4,71

o4 3.65 4,71

93 1.93 ©.05

Los nlmeros romanos indican los iones significativos repre
sentados en las figuras 47 y 48.
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En el pArrafo 4.3.5 se exvondrin estos mecanismos
de fragmentacidn ya que son comunes a los derivados hepta

fluorobutirados de la histidina y de la metil histidina.

4.3.4 .~ ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LOS DERIVADOS HEPTA-
FLUORO BUTTRADOS

40504‘010"‘ Aminas

La acilacidn de la histamina y de la metil his
tamina con el anhidrido heptafluorobutirado provoca la
entrada de un grupo heptafluorobutiril a nivel del grupo
amino de la cadena lateral. Los espectros de masas de los
derivados obtenidos se muestran en las figuras 43 y 44.
El pico molecular a m/e 321 y 307 corresponde al pico
molecular observado con los derivados pentafluoropropio
nados de las mismas sustancias con un aumento de masas
de cincuenta unidades, lo que corresponde al grupo CFy -
suplementario que contiene el radical heptafluorobutiril.
Los otros picos son practicamente idénticos: los iones de
mayor abundancia provienen de una rotura en B y Y de la
cadena lateral con reordenamiento o no de un &tomo de -
hidrbgeno. Otros iones son los formados debido a la frag

mentacibn del radical heptafluorobutiril (m/e 69, 100,



Figura 43.-Espectro de masas de la histamina heptafluoro-

butirada.
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TARLA 1.4
1M Me IM

PF HIB PTP HFB

% % % %
321 58
307 37
271 33
257 42 8
169 42 22
152 13 8
150 60
138 26 14
131 50 13
119 26 54 20 .
109 9 29 32 u2
108 11 54 87 63
100 31 69 8 11
96 8 18 32 28
95 iy 99 100 57
oy 12 oy
82 %2 42
81 87 95 16 18
69 29 100 18 51
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119, 169). Los espectros correspondientes a las dos clases
de derivados obtenidos quedan resumidos en la tabla l4--
donde se puede apreciar que, con excepcidédn del pico mole
cular, practicamente todos los otros fragmentos son comu
nes a los dos derivados de cada sustancia y sus abundan-—

cias .son similares.

4.3.4.2.-‘Aminoécidos

Los espectros'de masas correspondientes a los
derivados heptafluorobutirados de la histidina y de la
metil histidina se indican en las figuras 45 y 46 . De
forma similar a lo observado con los derivados de la —-
histamina y metil histamina, existe una correspondeﬁcia
entre los fragmentos existentes en los espectros de los
derivados pentafluoropropionados el pico molecular co-
rresponde también a la entrada de dos grupos -aquiv -
heptafluorobull rados- con una pérdida de cuarenta y cua
tro unidades de masa. De igual forma se observan los —=
diferentes picos de baja abundancia que permiten la --
fragmentacibn de estos derivados sobre la base.de un =~

mismo mecanismo (ver tabla 15).
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Figura 45.-Espectro de masas de la histidina heptafluoro-

butiradsa.
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Figura 46.-Espectro de masas de la metil histidina hepta-

fluorobutirads.
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TABLA 15

199

ESPECTROS DE MASA DE LOS DERIVADOS HEPTAFLUOROBUTIRADOS DE
LA HISTIDITA Y METILHISTIDINA

219
217
203
502
501
500
484
483
463
442
262
348
346
334
333
332
321
220
322
321
320
517
307
3506
302
291
288
282
279
274
271
226
169
155
152
150
136
131
124
123
121
119
110
109
108
107
106

MeHD

0.43(M 2)
0.43 (M)

OO

(VI)
(VII)

o

0\\'3[\3
III\IH—"\'II 11 I*Q‘\'ll

2.57
13.14
17.14
85.71(I)

1.43

2. 43( V)

o1t

2.00

D27
17.14
2.86
280 57
20
4,71
18.57
7.29
4.71
4-86
45.71
9
74.29
94.29
20
3.14

D
5.64EM) 100
17.60(M~1) 97
- 96
- 95
6.3(M-19) 94
30.24(M-1)»1993
5.46 85
12.3 83
- 82
- 81
- 80
3,06(VI') 79
17.64 97
2.25(VII') 69.
18.62 68
e 6’7
7.84-
100(T")
506
15. 12(IV )
4.9
14
3,78
30.24
10.36
9.24
22.68_
13.16
51.5
8.96
13.16

22.86

4.57

51.43
100

11.57 .

3.29
3,14
2.86
17.14
27,14
3,14
2.57
7.14
57,14
29.14
7.71

14,84

) -
65.06
10.08
11.43

-

39.05(V"
71.82

N
® 8
t oot 11
\nF

Los nlmeros romanos indican los iones significativos
cuya estructura se representa en las figuras 47 y 48.
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4e3¢5.~ ESTUDIO DE LA FRAGMENMTACION DE LOS DERIVADOS ACI-

LADOS DE LA HISTIDINA Y METIL HISTIDIMNA.

\ El modelo de fragmentacibn aqui propuesto se
aparta de los conceptos comunmente aceptados sobre la -
formacibn del "fragmento amino" en el sentido de que,
en este caso, no tiene lugar una rotura directa del en
lace CECO . En su lugar la ionizacibn de la molecula -
por impacto electrbnico, transforma en acidica uno de -
los &tomos de nitrbgeno del nficleo imidazol inicialmente
bésico. Este nitrbgeno, a su vez, participa en una mi-
gracibn 1,6 de un hidruro capturando el hidrogeno del

grupo g —amino.

Esto conduce a la especie molecular represen
' tada en la figura 47con el nfmero T o I' en funcibn de
la naturaleza de R que puede ser o0 un grupo metilo o un
hidrbgeno, segln si se trata de los derivados de la me
til histidina o de la histidina respectivamente. La =
flexibilidad de la estructura del amino acido unida a
la reactividad del &tomo de nitrbgeno ionizado a nivel
del nficleo imidazol favorece la interaccidn entre estos

dos lugares alejados.

Tal proceso puede ser considerado como la --
fuerza desencadenante responsable de la formacibn de la

mayoria de otras especies ibnicas estructuralmente sig

S
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nificativas. (134).

El hidrbgeno puedé ser seguidamente captado por
el grupo carbonilo con transferencia de la carga positiva
a este sitio formindose asf{ las especies intermediarias
II o II' que luego se ciclan con localizacidn de la car
ga positiva de nuevo sobre el nitrbgeno del nficleo imida
zol (IIT o III'). Por deshidratacibn intramolecular se
forman los iones aromidticos relativamente estables IV

o IV,

El grupo funcional de la parte acilada se ha
representado en esta figura como Cx Py siendo. X = 2
vy = 5, para los derivados PFP y X = 3, ¥y = 7 para los -
derivados HTFB. También, de los dos #alores dados para el
i6n molecular»M de los derivados de la metilhistidina --
(R=CH5), el primero corresponde al derivado MeHD-PFP —-
(m/e 417) =-ver tablal3 y el segundo corresponde al deri
vado HIFB (m/e 517) -ver tabla 15 —~. Tas masas de los otros
fragmentos se dan en el mismo orden en la figura 47. La
pérdida del grupo perfluoroc.acilo- del ibén M o M' estl =
comprobada por los correspondientes ilones .metastables
indicados con un asterisco y su valor de m/e en la figura
47 . De forma idéntica sSe indican los correspondientes a la
pérdida de agua de los ibnes III o III' para formar los

iones IV o IV'.

Por otra parte, la rotura homolitica del enlace

Cq - Cﬁ de las especies moleculares intermedias conduce

2
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a la formacibn de los iones V o V! como se muestra en la
figura 48. Estos pueden, luego, perder un hidrbgeno formén
dose asi los fragmentos m/e 95 o 81 de mayor abundancia.
Sin embargo, como no existe una serial apreciable de la tran
sicidn metastable correspondiente a esta pérdida de hidrd
geno, é&sto se puede considerar como una indicacidn de que
los dos fragmentos provienen de la rotura directa homoli
tica del enlace Ca - Cﬁ del ibn molecular M o M', antes
del reordenamiento del hidrbgeno (figura 47 ). Se ha des-
crito que el ibn m/e 82, que es el pico base del espectro
de masas del derivado etil ester de la histidina pierde
hidrbgeno, formindose un ibn mucho mAs pequefio a m/e 81.
Esta reaccidn viene acompafiada de un ibn metastable a m/e

80 (44)no detectado en nuestro caso.

En relacidn con los dobletes que se observan -
en todos estos espectros a veintiocho unidades de masa -
mds arriba que las masas de los iones I o I' (figura 47),
su origen puede provenir, o bien,a través de la pérdida
de los grupos 02F5 o} 05F7 de estos iones. Se forman asi
los fragmentos VI o VI' (ver figura 48) que sufren luego
una desaturacibn delenlace Cq - Cﬁ formindose los iones

VII o VIT!
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b .
< 2*N-CQOCaF
=T %o P
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M R=CHg : 417 517
M° R=H : 403 503

+ 2129 ND S
+ 20010 ND b
"*CaF

N C=0 o
+ +
R N\Hl -0 ’ R’N\’N\H
VI R=CH,:298 348 V R=CH,:96 96
VI R=H :284 334 V' R=H : 82 82
_H2
v :
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VIl R=CHg :296 346
VIl R=H  :282 332

Figura 48.-Fragmentacidn de los derivados acilados de la

histidina y metil histidina a partir de la ro-

tura homolitica del enlace Cu—Ca .
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4.4, CONCLUSIOIES

Fl estudio por espectrometia de masas de los
compuestos de referencia ha podido demostrar que el nfi
cleo imidazol se fragmenta segln unos mecanismos ya des
critos como son la pérdida de los grupos HCY o CH2 Cu.
Al mismo tiempo se han establecido los espectros de los

metabolitos Acidos de la histamina.

En cuanto a los derivados sililados sintetiza
dos, los espectros de las aminas muestran un pico base
a m/e 174 correspondiente a la rotura en.ﬁ descrita y -
los espectros de los Acidos tienen como pico base el idn

M-44 formado por pérdida de CO2 en cada caso.

Los derivados pentafluoropropionados y heptafluo
robutirados alcanzan masas moleculares mucho més altas que
los derivados sililados y, veremos en el capitulo siguien
te que esto es una propiedad importante para la posible uti
lizacibn de estos derivados para el anflisis de estos —-
compuestos en muestras bioldgicas. Al mismo tiempo, se ha
podido atribuir una estructura quimica a estos nuevos de
rivados acilados. El estudio de la fragmentacién de los de
rivados acilados de la histidina y metil histidina ha per

mitido explicar la presencia de los diferentes picos del
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espectro en base para muchos al caracter bAsico del nficleo
imidazol. Estos mecanismos son similares para los deriva-

dos pentafluoropropionados y heptafluorobutirados.
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Capitulo 5



5.- ESTUDIO CRITICO DEL METODO CROMATOGRAFICO Y ESPECTRO-

IETRICO DESARROLLADO PARA SU APLICACION AL TSTUDIO DE

MUESTRAS BIOLOGICAS PREVIA ADSORCION DE LOS COMPUES-—

TOS SOBRE RESINA AMBERLITA X AD-2.

5.1l.- AUTECEDENTES

5.1.1.- Aplicacibn de la fragmentografia de --

masas al anflisis de aminas bidgenas en

muestras biolbgicas

La fragmentografia de masas se ha usado para -
determinaciones cualitativas y cuantitativas. En los afios
1968-1971 se utilizd para la identificacibn en plasma de
metabolitos de clorpromazina y nortriptilina(@;,@@).Pos—’
teriormente, se ha usado para la determinacibén de compues
to endbgenos, como prostaglandinas ( 20)y mneurotransmise@
res (12,21,3%32).En la literatura existen numerosas referen-
cias relativas a las principales técnicas y aplicaciones
biolbgicas de las técnicas de deteccibn e identificacibn
basadas en la fragmentografia de masas (36,56,74,175)~
(165 ). En cuanto ai estudio de sustancias neurotransmiso
ras, los principales trabajos se han realizado en el canm
pb de las catecolaminas (42, €7 ) de la acetilcolina en

varias partes del cerebro de rata (57,E4) y de los &cidos
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glutémico y Y amino-butirico (12). Otros trabajos impor
tantes han sido realizados sobre el metabolismo de la

serotonina, también en tejido cerebral (9,%40,30 ),

Por lo que respecta al estudio de la histamina
v compuestos relacionados con esta téecnica, hasta el mo
mento no se conoce ninglin trabajo en este campo. En --—
efecto, como se ha visto en los capitulos anteriores, -
solamente unas pocas publicaciones tratan de la cromato
graffa de gases de la histamina y de sus metabolitos y
utilizan la espectrometria de masas unicamente para iden

tificar los derivados formados.

5.1.2.—- Cromatografia de adsorcibn utilizando

resina Amberlita XAD-2.

La resina Amberlita XAD-2 es un polimero de -
estireno y divipilbenceno con una superficie de 330 mg/gr
(seca). Existe en varios tamafios, desde BOO—lOOO)Mn hasta
O,5—l,5lpm (ultrafina) con la cual pueden prepararse pla
cas de capa fina (27). Se ha postulado que la extraccibdn de
compuestos mediante esta iesina presenta ventajas sobre -
las extracciones con disolventes orgénicos en cuanto que
proporciona altos reﬁdimientos ¥ que permite obtener un

conjunto de varias sustancias que de otra manera no --
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serfian extraidas por los métodos convencionales (99).

Esta resina se ha utilizado para el aislamiento
de distintos grupos de sustancias y dentro de ellos, en
distintas aplicaciones. Asi, se ha usado para cromato-
grafia de gases (18% estudios bioguimicos (68,71 ) ,
anflisis de prostaglandinas en liquido amnidtico o plas
ma (89) estudios de peptidos en homogenados de tejidos =-

- (181 ) anflisis de medicamentos ( 11,80 ) cromatografia

liquida.de alta presibn.(33).

En cuanto a la utilizacidn de este tipo de re
sinas en el campo de las aminas bibgenas, existe referen
cias sobre su utilizacibn para las catecolaminas e indolal

quilaminas (9,155).

Yo tenemos noticias de que se haya empleado -
esta resina para la extraccidn de ninguno de los metabo
litos de la histamina ni para la extraccibn conjunta de

todos estos compuestos.

De hecho, la utilizacibn de esta resina para el
aislamiento de los compuestos imidazolicos en material
bidlbgico sblo tiene sentido si se posee un método ana

1itico suficientemente especi{fico como para obviar la



inespecifidad de la adsorcibn en el polimero. Si se cumple
este supuesto, su utilizacidn ofrece dos grandes ventajas:
En primer lugar, estd el hecho de que todas las sustancias
de una misma familia puedan aparecer en una sola fraccibn
pernitiendo el anflisis simultéineo de todas ellas. Si las
mismas estin implicadas en una misma ruta metabdlica, se
abre la posibilidad de analizar lo que se denomina un --
perfil metabdlico. Por otra parte, los procesos de mani-
pulacibn de la muestra bioldgica se reducen al minimo ya
que en general, el uso de la resina XAD-2 implica tan -~
solo un proceso de adéorcién-desorcién—. Como ademis las
condiciones empleadas pueden ser relativamente drésticas
(pH extremos o calentamiento de la muestra ya que la re
sina puede usarse a temperaturas superiores a 150 oc),
debido a la gran estabilidad de las sustancias aqui ana
lizadas, tiene lugar al mismo tiempo, una eliminacibn de

ciertos componentes de la muestra.

Otros autores(98,120) han mencionado que el proceso
de adsorcibn en este tipo de reéiﬂas puede ser dependien
.te del pH de la muestra, de la cantidad de resina emplea
da, y del flujo de elucibn cuando la resina se emplea en

una columna.
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5.2.= METODOS

5.2.1.- FRAGMETOGRAFIA DE MASAS POR DETECCION MULTI-

PLE DE IOVES.

Los trabajos de fragmentografia de masas se han

- 'realizado empleando como fase estacionaria la silicona ~-
OV-17, la cual se utilizb porque los iones mis importantes
de la misma que aparecen en el espectrdmetro de masas debi
do al inevitable sangrado de la columna sirven de referen
cia para localizar son facilidad los iones seleccionados

y ademés no interfieren con ellos .. En la figura 49,

se presenta una parfe del espectro de masas del sangrado
de la fase OV-17 y en ella puede vérse como'se utilizan
ciertos de sus iones para localizar los ilones que queremos

detectar.

La unidad de deteccibn miltiple de iones emplea
da en este trabajo fue disefiada y construida en el labora
forio (8) y actha del siguiente modo: a cada uno de los
cuatro canales, se le afiade al voltaje de aceleracibn —-
nominal (V),.un incremento de voltaje determinado que va
rf{a en funeibn del tiempo AV(%). Este‘voltaje se genera
por medio de la suma de un voltaje fijo suministrado por

una fuente de voltaje programable y una onda de diente de
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Figura 49.-Representacidn parcial del espectro de masas

del sangrado de la fase OV-I7.



00 052

—— ]
IA—
P
pam
‘3

S ———
Jip——
P ——— ]
e
——— e
Sl 5

P——
=
———
T
M
—z—;

—

S —
—
:‘:;
—
e

i —

J;eéé ﬁéss Eg
" i ]

95¢ 040

(dad-an) (ddde~aHsn)




2I5

siena suministrada por un generador de rampa.

De esta forma, se obtieneun mini barrido alrededor
de cada una de las masas deseadas. La alternancia de los
cuatro diferentes valores A V(%) y su sincronizacibn con
el barrido horizontal de una pantalla osciloscbpica se -

realiza por medio de un programador digital.

Las cuatro sefiales son recogidas y amplificadas
separadamente, apareciendo simulténeamente en la pantalla
del osciloscopio y en los resgistradores conectados al
sistema. E1 registro osciloscbdpico se utiliza para la -
blisqueda y focalizacibn inicial de los picos. Debido a la
falta de un marcador de masas, la bfisqueda se basa en pi
cos de la fase estacionaria cuyo valor m/e es conocido
y como se ha indicado en la figura 49. Al mismovtiempo,
el registro osciloscdpico permite obtener una imagen con
tinua del grado de focalizacibn dentro de cada canal, —--
con lo cual se minimizan errores debidos a degsfocaliza-

cibn.

5.2.2.- ESTUDIO DE Ul METODO DE EXTRACCION EI COLUNM-

A CROMATOGRAFICA COY RESTNA AMBERLITA XAD-2.

El proceso general de extraccidn en columna -~

W
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cromatogridfica, utilizando la resina XAD-2, puede esque
matizarse del siguiente modo: se prepararon columnas de
vidrio de 7 mm. de difmetro interior rellenas con resi
na XAD-2 hasta una altura de 13 mm. El llenado de las -
columnas se realizd siempre con la resina suspendida en
agua después de considerables lavados acuosos de la mis
ma, posteriores a un primer mojado con metanol. Despuéds
de lavar la columna con agua destilada se pasd el liquido
a extraer a un flujo de 0,3 ml/min. Sin dejar secar la
columna, se afiadid agua ajustada al mismo pH que el —-
lfquido anterior en cantidad similar a la de la prime
ra muestra. Se recogieron fraccionadas las aguas de

lavado y se eluyd con 10-15 ml. de metanol.

Se recogid el aluasto en fracciones de 5 ml.
Se realizd un estudio de la influencia del pH analizfn
dose siempre las muestras con un contador en centelleo

ya que se ubtilizaron 140 Histidina y 14

C histamina,
provenientes de Radiochemical Center Amersham, para -

esta parte del trabajo.
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5.3%.= RESULTADOS

5.%.1.~ COMPARACIOY DE 1,OS TRES GRUPOS DE DERIVADOS

STETETIZADOS PARA SU DETECCIQN POR FRAGHEN -
TOGRAFIA DE MASAS.

Los espectros de masas de los derivados sinte
tizados se han estudiado en el capitulo anterior. Estos
espectros en general, presentan iones muy abundantes --
provenientes de la rotura del enlace en posicibna y en
- posicibén B. Dichas escisiones dan lugar en todos los com
puestos a estructuras caracteristicas causantes de los -

iones m/e 81, 94, 95 y 108 (figura 50). Pero, por apare

cer a valores bajos, esos iones no se pueden utilizar,
ya que pueden facilmente ser comunes a otras y, por —--
esto, impiden la realizacidn de espectrometria de masas
de grupo funcional ya que los otros iones abundantes de

los espectros no son comunes a todos los compuestos.

5¢3%.1.1.- IOUES SELECCIONADOS PARA FL ANALISIS

DE LAS AMTIAS.

Los derivados de la histamina y de la metil =—-

oS
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histamina estudiados en este trabajo son de tres tipos:

sililados, pentafluoropropionados y heptafluorobutirados.
En la tabla 16 se han resumido los iones mls altos y més
abundantes de cada derivado, baséndonos en 1qs espectros

presentados en el capitulo anterior.

TARLA 11
Derivado Histamina Metil Histamina
m/e % m/e . %
TMS 174 100 174 100
PFP 176 12
(P.M.) 257 43 271 33
HFB
(P.M.) 307 3% 321 59

En base a esta tabla, se ponen de manifiesto --

varios hechos que, unidos a los datos correspondientes a

o/ .
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la estabilidad de los derivados demuestran que los deri
vados heptafluorobutirados son preferibles para el ané~
lisis por fragmentografia de masas de estas dos aminas:
en efecto, los derivados acilados (PFP y HFB) presentan
picos abundantes en zonas mis altas del espectro que los
derivados sililados. Por otra parte, estos derivados pre
sentan picos moleculares abundantes (43% y 33% para la
histamina y 33% y 59% para la metil histamina) lo que -
hace aconsegable su eleccidn ya que son especificos de

la sustancia.

TLos derivados heptafluorobutirados, teniendo
un peso molecular mis alto que los derivados pentafluoro
propionados, su utilizacidn es mis aconsejable, va que
menos compuestos de la muestra pueden interferir con e-
llos. Es decir, que para el anflisis por fragmentografia
de masas de estas dos aminas los valores selecciohados -

son m/e 307 y m/e 321.

5.3.1.2.~ Tones seleccionados para el anflisis

de los Acidos.

Los derivados de los 4cidos imidazol y metil
imidazol acético son los derivados sililados. En la ta-

bla 12de capitulo anterior, se ve que poseen varios iones
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importantes en la parte alta del espectro y que también
para ellos el pico molecular es suficientemente abundan
te como para ser utilizado para el anflisis por fragmen
tografia de masas. Por esto, los picos seleccionados pa
ra estas dos sustancias son para el &cido imidazol acéti
co m/e 270 (91%) v para el &cido metil imidazol acético

m/e 212 (57%).

5.3.1.%3.~ Iones seleccionados para el anflisis

de los aminofcidos.

Se han estudiado en este trabajo ios derivados
acilados de la histidina y de la metil histidina. Como
se puede ver en las tablas13y15, los ionés nds abun-
dantes de la parte alta del espectro son los que corres

ponden al fragmento I o I'.

Como para las aminas, los derivados heptafluoro
butirados presentan fragméntos abundantes a valores més
altos que los de los derivados pentafluoropropionados ¥y
por esto, se deben escoger para su anilisis por fragmen-
tografia de masas. Tendremos asi para la histidina el -~
fragmento correspondiente a m/e 306 (100%) y para la me-

til histidina el correspondiente a m/e 320 (86%).
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Se han representado en la figura 51 los ilones
seleccionados para estas 5 sustancias proporcionalmente
a sus abundancias, asi como sus Indices de Kovats en

una fase estacionaria de OV-17 al 3%

FIGURA 51
Tones seleccionados para las sels sustancias en estudio.
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5.3.2.= RESULTADOS OBTENIDOS COX EL METODO DE EXTRAC-

CION COM RESIU'A AMBERLITA XAD-2.

La resina Amberlita XAD-2 es un polimero de
poliestireno y divinil benceno con una gran afinidad por
los restos hidrofbbicos de las moléculas. El estudio de
la extraccién en columna cromatogréifica se realizd en
base a la adicibn a muestras acuosas de histidina 140 N
de histamina ~¥C. Se analizb la posible influencia del
pH sobre el rendimiento de extraccibn. Debido probable-
mente a la importante polaridad de los campuestos anall
zados, se cqnstaté gue no quedaban retenidos eﬁ la columna
vy que se recoglan en las aguas de lavado. El interés de
este dato reside en que otras aminas bibgenas mis sen-
sibles a procesos de degradacibn gquedan retenidas sobre
la resina. Esto nos permite recogerlas por separado y
no aplicarles el tratamiento de evaporacibn al bafio de
arena a 104 oC de los compuestos imidazbdlicos, gracias
a esto, los dos grupos de compuestos se recuperan a par
tir de una misma muestra en dos fracciones distintas,-
lo que permite aplicar a cada uno un tratamiento postg.

rior especifico para su posible anflisis.

Asi, el proceso de extraccibn queda esquemati-

zado de la siguiente forpa:(fig.52)

o/
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Muestra acuosa

Columna XAD-2

Y

A
Lavado con agua

P~ descartar 7 ml
W

Recoger los 15 ml siguientes

N evaporar al rotavapor 602C.
W

Redisolver en metanol

~  evaporar bafio de arena 1042C.He
3

Formacion de un derivado cromatografiable

(HFBA,90min.702C.)

Figura 52.-Esquema del proceso de extraccion de las 2

aminas y de los dos aminodidos con la resina

XA.D"‘ 2 .
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Siguiendo este esquema de extraccidn, los rendi
mientos de recuperacibn para la histidina fueron de £6,23%
v para la histamina de 78,91%, rendimientos que se pueden

considerar aceptables y que no variaron al cambiar el pH.

5.3.3.~ PROBLEMAS AITALITICOS EICOMTRADOS

Los resultados presentados en los capitulos an
teriores se obtuvieron después de resolver diferentes --—
problemas analfiticos encontrados, en el estudio de los -
derivados sililados y de los derivados acilados. Estos
problemas analiticos se han mencionado en repetidos tra
bajos para la histidina y la histamina. En nuestra expe
riencia, estos problemas han sido comunes a todas las -
sustancias estudiadas ya que estin ligados principalmen
te a las propiedades del nficleo imidazol: En la intro-
duccién se ha mencionado el problema relativo al tauto
merismo del nfcleo imidazol y a la formacidn de complejos
de coordinacidn con varios iones metilicos (Cu, Zn,Co, Ag,

etc.) asi como de complejos de transferencia de carga.
Es decir, que desde un punto de vista analiti

co, ciertos derivados imidazblicos existirin también en

dos formas tautomeras y podrén formar complejos de coor

-/
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dinacibn con los iones metélicos presentes. Por otra parte,
es interesante la buena estabilidad de estas sustancias ya
que, de cara a una extraccibn bioldgica, se les puede apli
car tratamientos relativamente drésticos (pH extremos, tem
peraturas altas) para eliminar los otros componentes de, las

muestras.

Los problemas analiticos encontrados, aunque sea
en grado distinto provienen por una parte del sistema cro
matogrdfico y por otra parte de la interfase que conecta

el'cromatégrafo de gases con el espectrdmetro de masas.

5.3.3.,1.— Sistema cromatogrifico

A.- METODOLOGIA APLTICADA

Los problemas analiticos relativos al sistema
cromatogrifico se pusieron de relieve a través de las -
imagenes de adsorcibn en los registros cromatogrificos
y la discrepancia de resultados al inyectar simulténea-
mente una misma muestra en dos sistemas cromatogrificos
anédlogos. Por todo esto, se tuvo que realizar un estudio
sistemético de este fendmeno con el fin de 1) localizar

los puntos activos del sistema cromatogréfico responsa-

o/



227

bles de esta adsorcibn y 2) aplicar el tratamiento adecua
do a fin de anular la actividad de estos puntos. El siste
ma cromatosrifico esti compuesto de tres partes principa-

les ( fig. 5 ).

- bloque de inyeccibn
- columna cromatogrifica

~ detector de llama

Las modificaciones introducidas fueron comunes a
los diversos elementos y tuvieron como objeto aplicar un
tratamiento quimico a los elementos que pudieran provocar
a&sorciones v eliminar asi los puntos activos. Este tra-
tamiento se basa en el bloqueo de los diferentes grupos
activos presentes por agentes de silanizacibn. Por ejem
plo en el vidrio se eliminan asi los grupos hidroxilo
que quedan 1ibrés en la superficie interna v podrfian re-
tener las sustancias vaporizadas segln la reaccibn con el

dimetilclorosilano (DMCS).
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-~ bloque de ihyeccién;— Se acondiciqné la cémara
de vidrio del blogque de inyeccidn mediante lavado con mez+~
cla crbmica durante veinticuatro horas seguido de una sila
mizacibdn durante un tiempo similar con una solucibn al 10%

de DMCS en tolueno.

- la columna cromatogrifica.- A parte de la sila
mizacibn de la columna antes de su relleno con la fase cro
matogréfica, se cambiaron regularmente sus tapones de lana
de vidrio. Esta lana de vidrio fue previamente silanizada
v secada a la estufa. También a lo largo del estudio, se
inyectaron reptidamente cantidades del orden de 5—5}ﬂ. de
hexametildisilazano - en la columna con el mismo objeto

de blogquear los puntos activos posiblemente presentes.

~ el detector.-~ El detector de llama se limpid
regularmente. Para esto, se demonté y las diferentes par-
tes metidlicas se sumergieron en &cido fluoridrico ya que
cualguier suciedad a‘nivel del "jet" o del colector puede

alterar la corriente producida en la llama.

B.- RESULTADOS

Los resultados obtenidos sin aplicar estos tra

tamientos no fueron tan positivos como se podia preveer.
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Los derivados sililados se forman con més facilidad y son
menos estables (se degradan al cabo de algunas horas fren
te a una semana para los derivados acilados). Para traba-
jar-con toda seguridad con estos derivados, fue necesario
limpiar y silanizar cada quince dias la cémara de vidrio
del bloque de inyeccibn e inyectar un total de unos diez
}ﬂ.de BSTFA antes de empezar el anflisis. Con esto, se -
consiguid bloguear los puntos activos de la columna y evi
tar en parte la formacifn de unos depdsitos excesivos de
silice en el colector del sistema de deteccibdn; la silice
proviene de las muestras, ya que estas se inyectan disuél

tas en BSA/TMCS.

Por todo esto, se puede considerar que de cara
a un trabajo de anflisis por cromatografia de gases, los
derivados acilados preséntan las ventajas de ser mis es
Tables y de adsorberse menos en el sistema cromatogrifi
co. Solamente el anflisis de los metabolitos acidos se
tendrd que hacer a través de la formacibn de los deri
vados sililados ya que no se pueden acilar con las reac

ciones estudiadas.

5.%.3.2+~ Sistema de cromatografia de gases-

-espectrometria de masas.

Los problemas encontrados en el anflisis croma

o/



230

togréfico de los derivados estudiados fueron similares
pero de mds dificil solucibn en cuanto fue necesario rea
lizar modificaciones del sistema CG-EM a parte del trata

miento quimico del sistema cromatogrifico.

A.- METODOLOGIA APLICADA

Los componentes del sistema de cromatografia
de gases—espectrometria de masas son el cromatbgrafo de
gases, el espectrdmetro de masas y el sistema de inter

fase que une ambos instrumentos (fig.7,9).

Los tratamientos aplicados al cromatbgrafo
fueron similares a los descritos anteriormente para el
sistema cromatogrifico:silanizacibn de la camisa de vi-
drio del inyector y de los tapones de vidrio de la co-
lumna cromatogrifica. También, regularmente, se inyectd

en la columna cantidades del orden de 10 Pl de RBSTFA.

- Interfase.- La conexidn que une el cromatb-
grafo al espectrbmetro de ﬁasas estaba hecha seglin el -
esquema de la figura 53: a la salida de la columna croma
togréfica, un sistema de restriccibn permitia enviar un

5% de los compuestos al detector de llama y un 955 al

o/



- 231

> EM,

INTERFASE

R ~z

sz

o~
A

. 2
Figura 53.-Esquema de la conexibn que une el espectrome-
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espectrbmetro de masasque actlia como segﬁndb detector. -
Una vAlvula tipo "aguja" de acero permite cerrar la entra
da del separador y, despuds del desparador, otra vilcula
mayor, y también de acero, cerraba la entrada del espectrd
metro. E1 separador molecular era de vidrio fritado y su

esquema se representd en la figura 9 del capitulo I.

Debido a la porosidad del vidrio, existe una -
gran superficie de contacto entre este y la mﬁestra; en
general se utiliza un tubo de vidrio fritado de unos 20
cm. de largo y 0,8 cm. de diametro contenido dentro de
una camisa de vidrio a la cual se le conecta una bomba =
de vacio. El recorrido libre medio de las moleculas es del

orden de unos lO}nn (10 x difmetro del poro).

Por la facilidad que tiene el nficleo imidazol
para adsorberse sobre los puntos activos del vidrio y -
para formar complejos con &tomos de mebal, se estudib -
especialmente las partes de la interfase que presentan
vidrio y acero. De hecho, toda la conexibn estaba compues
ta por estos dos elementos: unas lineas de acero permi-
tian la unibn cromatbdgrafo-separador-espectrbdmetro y —-
unas vilvulas de acero permitfan cerrar en dos puntos es
ta linea. Por otra parte, el separador de vidrio fritado

podia explicar también la fuerte adsorcibn observada.
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En efecto, a pesar del tratamiento de silaniza-
cibdn aplicado al sistema de cromatografia de gases, con =
esta interfase no fue posible en nuestro labofatorio uti-
lizar el espectrbmetro de masas como detector: el nivel --
de adsorcibn era tal que ni inyectando de ocho a diez mi-
crogramos de histamina en la columna fue posible obtener

una respuesta en el espectrbmetro.

Las modificaciones a realizar en la interfase
para intentar solucionar este problema debfan implicar la

eliminacibn de las partes metllicas y del vidrio fritado.

La solucibn era, por una parte, ver si era po-
sible simplificar esta conexibdn y por otra parte, recu-
brir todas las superficies de acero de un metal inerte -
como el oro. El separador molecular se debfa sustituir

por uno con las paredes interiores recubiertas de oro.

Unas pruebas preliminarés se realizaron en el
Instituto Quimico Sarril que dispone de un sisteme CG-EM
cuya interfase es un separador de difusibn de chorro "“jet"
La principal ventaja de este separador es que la integri-
dad de la muestra se conserva gracias al reducido nlmero
de choques con las paredes que sufren las partficulas que

llegan al espectrbmetro.

Las pruebas que se hicieron . fueron realiza-

das con los derivados sililados de la histamina y de la

o/
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metil histamina ya que son los que presentan mayor nivel

de adsorcibn.

Con esta interfase, no se observd ningln proble
na de anflisis, obtenidndose el perfil de la figura 54 . El
perfil de la parte A corresponde al perfil obtenido con el
detector de llama y el de la parte B correspondiente gl
obtenido con el espectrbmetro de masas. Se observa que es
s picos estin bien resueltos ¥ no presentan signos de ad
sorcibn. Esta misma muestra inyectada en nuestro sistema

CG-EM no did ninguna respuesta con el espectrbdmetro.

En base a estos resultados y a fenbmenos de de-
gradacién observados en nuestro laboratorio, se decidid -
reducir al méximo los poéibles puntos activos del sistema
de conexibn del cromatdgrado al espectrbmetro. Despuds de
un estudio de los diversos componentes, se elimind una de

~las dos v&lvulas y la restante se cambid por una tipo —-
"aguja de oro". La linea de :acero que une los dos apara
tos fue recubilerta interiormente de un tubo de oro. Con -
estas transformaciones se intentd evitar al miximo la pre

sencia de metales que no sean inertes.

En cuanto al separador molecular, para eliminar

los problemas debidos al vidrio fritado, se instald un -

o/
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nodelo ti@b "jét". Con estelseparador, recubierto interior-
mente de oro, al mismo tiempo que la eliminacibn de los -
puntos activos se mejord el enriquecimiento de la muestra
como se muestra en la tabla 17 donde se resumen los parime

tros caracteristicos de los dos separadores utilizados (138,

174) .
TABLA 17

ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS SEPARADORES MOLECULARES DE WATSON

BIEMAIT ¥ DE RYHAGE.

Tipo de Margen de Rendimiento Enriquecimiento
separador flujo(ml/min.) ()
Ryhage 30 50-75 50-70
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El nuevo ééquéma CG—Til queda representado en la
figura 55. Después de estas modificaciones se realizaron
nuevas pruebas para medir la sensibilidad del sistema. Pa
ra esto, se inyectaron cantidades variables de los deriva
dos sililados y acilados y las respuestas obtenidas wvaria
ron segln el tipo de derivados, siendo los niveles de detec

cibn compeendidos entre medio y dos microgramos.

Estos niveles son mis bajos que los obtenidos an
teriormente pero, son insuficientes para permitir el anfli
sis de histamina de muestras bioldgicas. Permiten unicamen
te realizar los espectros de masas de los derivados sinte

tizados.

En este capitulo se han evaluado los diferentes
derivados sintetizados, poniéndose en evidencia las venta
jas de los derivados acilados y entre ellos, de los deri
vados heptafluorobutinados, por ser los mis estables y
los que'presentan en su espectro de masas iones abundan-—
tes a valores de m/e mAs altos. Se deberin estudiar los
metabolitos &cidos en su forma sililada ya que son los

{nicos que no se pudieron acilar.
El proceso de extraccibn, muy simple debido a

o/
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Figura 55.-Conexibn modificada entre el cromatografo y el
‘ espectrometro de masas.
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1a altd especificidad del sistema analftico permite una

buena recuperacidn de los diversos metabolitos.

Los numerosos problemas analiticos encontrados
fueron similares en gran parte a los observados con las
prostaglandinas que se estudian también en nuestro labo
ratorio: son también muy sensibles a la presencia de —--
cualquier punto activo presente a nivel de la conexibn
cromatdgrafo-espectrdmetro de masas. Por lo contrario,
con otra linea de trabajo, relativa al metabolismo cerebral
del triptofano, no se han observado estos fenbmenos tan
importantes de adsorcibn. Log limites de deteccidn obte
nidos para estas sustancias inddlicas son del orden de
50 a 100 ng y permiten aplicar las técnicas de cromato-
grafia de gases—espectrometria de masas al anflisis de
tejido cerebral. Esta variacidn en la respuesta obtenida
con compuestos derivados del imidazol o del &cido prosta
noico y con otros derivados del nficleo indol pone de --
relieve la problemitica inherente al anflisis de muestras

biocldgicas complejas como puede ser el tejido cerebral.

Se va afirmando cada vez mis la dificultad --
analitica representada por las bajas concentraciones de
las sustancias activas en el cerebro que obliga a pasar
de un nivel de trabajo del microgramo © nanogramoa un
nivel de picogramo lo gque obliga a la "utilizacibn de un ma

terial de anflisis cada vez mis sofisticado.
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Conclusiones.
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12.- El presente trabajo ha permitido abordar la problehétg
ca presentada por la valoracidn conjunta de la histamina y
sus principales metabolitos, mediante técnicas de cromato-
graffa de gases y espectrometria de masas. El objetivo prin
cipal ha sido el desarrollo de un método de andlisis sensi
blé y especifico para obtener un perfil metabdlico de estas

sustancias relacionadas.

29,~ La falta de volatilidad de las sustancias estudiadas
implica la s{htesis de derivados de las mismas para su po-
sible andlisis por cromatografia de gases, resultando nece
sario bloquear los grupos carboxilo y amino presentes en
estas moléculas. Para esto se ha estudiado la evolucibn de
la reaccién de metilacién con el tricloruro de boro metano
al 10% (peso/volumen). Al mismo tiempo se ha analizado la
influencia de diversos factores sobre el fendimiento de la
reaccidn tales como: relacibén reactivo/solvente, uso de —-—
un antioxidante o de un agente desecante, silanizacidn de

todo el material de vidrio utilizado.

En condiciones 6ptimas, el rendimiento de esta reac-
cibn resulta insuficiente como para permitir el anflisis

por cromatografia de gases de los compuestos estudiados.

39,—- A la vista de estos resultados, se estudid la reaccidn
de sililacibn utilizindose la mezcla de reaccibn BSA/TMCS
al 4%. La reaccibén tiene lugar una hora a 60 °C y los deri

vados sintetizados se tienen que analizar inmediatamente -
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debido a los efectos de degradacibn que aumentan con el -~
‘tiempo. Fn estas condiciones; los resultados fueron satis—"
factorios para la histamina, metil histamina, acidos imida-
zol acético y metil imidazol acético y se ha podido evitar
la formacidn de dobles derivados, problema descrito anterior

mente en la literatursa.

Se han calculado los indices de Xovats de los deriva-

dos en la fase OV-17.

Las condiciones relativas al mecanismo de la reaccidn
permiten poner de relieve el papel jugado por el nfcleo —

imidazol debido a su alta reactividad.

' 40,~ La reaccibn de perfluoroacilacidn directa de los grupos
carboxilo y amino de las seis sustancias en estudio se rea-
1izb utilizando tres reactivos diferentes: PFPA; HFBA y TFA
consideréndose los factores de: tiempo de reaccidn, tempera
tura y disolvente empleado. Ello fue necesario debido a la

novedad de la reaccidn de acilacibén directa de un &cido car
ﬁoxilicc: en efecto, hasta la fecha estos grupos carboxilo

se bloqueaban por accibn de un agente metilante o sililante.

Los derivados acilados de los aminolcidos y aminas se
obtienen después de 90 minutos a la estufa a 70 2C utilizéin

dose preferencialmente el PFPA o EFBA.

59,~ E1 anéliéis de los derivados acilados formados mediénte
un sistema de cromatograffa de gases y deteccibn por ioniza~
¢ibn por llama ha permitido analizar cantidades del orden de
10 a 30 ng, para los aminoidcidos y las aminas. Asimismo,se

han calculado los indices de retencidn cromatogréficos de to
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dos los derivados formados en dos fases de distinta polaridad
- (OV=17 y OV-225). Estostderivados; totalmente nuevos presen-"
tan el interés particular de resolver el problema cromatogri

fico ligado a la histidina y metil histidina.

62.- Mediante la técnica combinada de cromatografia de gases
v espectrometria de masas, se ha podido elucidar la estruc-
tura de los deriwados pentafluoropropionados, heptafluorobu
tirados y trifluorcacetilados. Esto nos ha permitido poner
en evidencia un mecanismo de reaccibn para la acilacibn de
la HD y MeHD, comln a estos tres tipos de derivados, que =—-
consite en la entrada de dos grupos PFP, HFB o TFA seguida
de una descarboxilacibdn intramolecular catalizadé por el --
mismo nficleo imidazol. Este proceso de catdlisis explica la
disminucibn de rendimiento de la reaccibn observada al afia-
dir un disolvente polar. Para la histamina y la metil hista
mina, la reaccibn de acilaéién provoéa en cada caso la entra
da de un solo grupo sobre la funcibn amino primaria de la -

cadena laterai.

72.~ Con este mismo método se han establecido las estructu-~
ras quimicas de los derivados formados a partir de la reac-

cibn de sililacibn.

Esta reaccibn ha permitido el bloqueq de todos los gru
pos funcionales existentes en cada sustanciaj; asi se obtiene
la histamina trisililada por entrada de dos grupos sililo a
nivel del grupo amino de la cadena lateral y de un tercero
en el grupo amino del anillo amidazol. De forma similar se

sintetizan asi metil histamina disililada, Acido imidazol
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acético disililado y &cido metil imidazol acético monosilila

do.

El estudio de los espectros de masas de estos compues—
tos ha vermitido conocer sus principales vias de fragmenta-
cibn por impacto electrbnico. Para las aminas el proceso —--—
més destacable corresponde a un rotura en J formindose el -
pico base m/e 174 v para los Acidos tiene lugar una pérdida
intramolecular de 002 siendo el pico base para cada uno ~=-

M=l

8.~ El estudio de los espectros de masas de los derivados pen
tafluoropropimados y heptafluorobutirados de las aminas y de
los aminofcidos ha puesto de relieve una similitud de mecanis
nos de fragmentacidn. Estos se han estudiado més en detalle
para la histidina v la metil histidi?a debido-a la novedad

de la reaccidn. La flexibilidad de la estructura del deriva
do formado, unida a la reactividad del ftomo de nitréggno
ionizado del nficleo imidazol se pueden considerar como la -
fuerza desencadenante de los principales procesos de frag-
mentacibn. Para cada tipo de derivados los iones més abun-
dantes son los formados a) por una rotura del enlace en @
(iones a m/e 81 para los derivados de la histidina y a m/ev
95 para los de la metil histidina) y b) los iones del =--~

"fragmento amino"a m/e 256, 306, 270, 320 respectivamente.

9.- La determinacidn de los mecanismos de fragmentacidn de
los compuestos originales por introduccidn directa a través
de la sonda para sblidos ha sido necesaria al estudio previo

de les procesos de fragmentacidn.de los derivados sililades,
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vy acilados. Para todas estas sustancias patrdn,el fragmento
principal corresponde a una rotura en ﬂ de la molécula con
reordenamiento de un &tomo de hidrbgeno, formfndose asi el
ibn ﬁ/e 96 para los compuestos metilados y el ibn m/e 82
para los compuestos no metilados. La Gnica excepcidn la pre
senta el &cido imidazol acético que no presenta este mecanisg
mo de reordenamiento'y por esto tiene un idn mayoritario a

m/e 8l.

10.~ Para obtener una mayor especificidad y sensibilidad de

respuesta, se ha realizado un estudio comparativo de los -~

diferentes derivados sintetizados para su utilizacibn con un
detector mhltiple de iones. Los derivados heptafluorobutira
dos se revelaron los mAs adecuados para esta clase de detec
tor que permite analizar simulténeamente la histidina, metil
histidna, histamina y metil histamina siendo loé iones m/e

306, 320, 307 y 321 los valores escogidos para su valoracién
respectiva. Se escogieron estos fragmentos por ser caracte-
risticos de las sustancias en éstudio, ser abundantes ¥ tem

ner valores n/e relativamente altos.

1l.- La extraccidn de estas mismas sustancias por medio de
elucibn sobre Amberlita XAD-2 y su recuperacibn en fase acuo
sa en combinacibn con la reaccidn de acilacibn deberia per-
mitir aplicar el método de anflisis por fragmentografia de
masas por deteccibn simulténea de cuatro iones al estudio de

las cantidades presentes de estos compuestos en liquidos ~-
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biolbgicos especialmente en tejido cerebral. o se ha podido
realizar esta aplicacibn por los problemas analiticos encon

trados (problemas analiticos localizados a nivel de la inter
fase del sistema CG-EM) a pesar de las mﬁltiples pruebas que
se realizaron. Este punto negativo, de gran importancia para

nosotros, sigue todavia en estudio en nuestro laboratorio.
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