Introduccion Res ultados

La cisteina (Cys) es un aminoacido no esencial con un grupo
sulfidrilo en su estructura. Este aminoacido participa en |
varias vias metabdlicas, incluyendo la sintesis de glutation a N /
partir de la cistationina. El desbalance en los niveles de ” K
este aminoacido se encuentra asociado a enfermedades |
genéticas, multifactoriales y condiciones fisiologicas.
Ademas este marcador es incluido en la evaluacién del N B
estrés oxidativo de pacientes con desérdenes metabdlicos.
Introducir un método para la cuantificacion de este N /
aminoacido permitira contar con un nuevo marcador en el K

diagnodstico de este grupo de enfermedades y patologias, ~ @ o m we eem
asi como incorporar un nuevo servicio al Centro Nacional Figura 1. Cromatogramas obtenidos en matriz con patron de
de Genética Médica. El objetivo de este trabajo es validar Cist.el'na (A) y matr.iz blanco sin C,istel'na (B). Las flechas indican
un método por HPLC para la cuantificacion de cisteina en el pico correspondiente a la Cisteina.

plasma. ,
. ) Tabla 1. Resultados de los parametros de
Materiales y Metodos validacion (CV: Coeficiente de Variacion)
Cuantificacion de Cys por HPLC el
Plasma (100 pL ) Fcuacion y=283.2x+4505
j r2 0.992
Reducir con DTT Exactitud
l Factor de recobrado (media %) 90.42
CV (%) 10.11
Desproteinizar con TCA 10 % en EDTA Precisidn
Intra- ensayo (CV %) 12.08
Centrifugar Inter- ensayo (CV %) 11.05
Limites
¢, Deteccion (LM) 2.5
100 pulL del sobrenadante en vial de 2 mL Cuantificacion (LM) 5.0
Anadir NaOH, solucion de buffer boratoen | = =
EDTAySBD-F (07
I )
Incubar (60°C, 1h) M K
v 00 25  so 75 100 125 150 175 20 mi
Analizar pPor HPLC Figura 2. Cromatogramas obtenidos en plasma cargado con

patron de Cisteina (rosado) y plasma blanco (negro). La flecha

Condiciones cromatograficas " . . o
indica el pico correspondiente a |la Cisteina.

Columna RP-18 modelo LiChrospher -

(1=250 mm, d=4,6 mm, CO“FIUSIO“ES L -

5 um de tamafio de particula) El método desarrollado para la cuantificacion de
Temperatura de la 30 2C Cys en plasma cumple con los criterios de
columna validacion.
Fase movil FMA: KH,PO, (20mM, pH=2,1) : ACN (5%)
1At " L mU/m Impacto social: Incluir este marcador en metodologias de

o .e’a a5¢ MoV! . m .m”l diagnostico de enfermedades genéticas, multifactoriales y

Deteccion (Fluorescencia) |A excitacion=385 nm, A emision=515 nm condiciones fisioldgicas, asi como en la evaluacidn del estrés

. : — — oxidativo de pacientes con desordenes metabdlicos.
Parametros de validacion: sensibilidad, efecto de

\ arrastre, linealidad, precision, exactitud, limite de / \Impacto econdmico: Disponer con una nueva posibilidad de/

deteccidn y cuantificacion diagnostico, que puede brindar la Red Nacional de Genetica

\ / Medica y a otras instituciones dentro y fuera del pais.
\ /




