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Los niveles altos de azlicar en sangre generalmente van asociados a procesos de
glicacion con formacion de los llamados productos finales de glicacion avanzada (AGEs),
gue aparecen como resultado de reacciones de los agrupos amino de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos con azlcares reductores. Los a-oxoaldehidos, tales como glioxal (Gly) y
metilglioxal (MGly), estan involucrados en los procesos de glicacion no enzimatica de las
proteinas. Estos compuestos a-dicarbonilicos son mas reactivos que los azlcares de los
gue proceden, promoviendo la reaccién con proteinas que conducen a la formacién de
AGEs [1]. Tanto los a-oxoaldehidos como los AGEs han sido relacionados con
complicaciones diabéticas, ineficiencia en los mecanismos de eliminacion y otros
desdrdenes relacionados con la edad como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer o el
Parkinson [2,3].

Los compuestos a-dicarbonilicos més simples, Gly y MGIly, son considerados
glicotoxinas [4]. Debido a que la incidencia de diabetes esta aumentando en la poblacion
mundial, principalmente en los paises desarrollados [5], resulta de gran interés la
disponibilidad de métodos analiticos, sensibles y selectivos, para la monitorizacion de Gly
y MGly.

La evaluacion de biomarcadores para el control clinico rutinario de pacientes
generalmente se lleva a cabo en orina, ya que esta muestra puede recogerse facilmente vy,
si se compara con otras muestras bioldgicas, presenta una matriz mas simple. Ademas,
se ha demostrado que el analisis de orina recogida por la mafiana proporciona resultados
muy fiables en el control de pacientes [6]. Es por ello que en la literatura se muestran
diferentes métodos para la determinaciéon de Gly y MGly en orina, siendo la cromatografia
liquida (LC) la técnica mas usada, aunque también se han propuesto algunos métodos
basados en cromatografia de gases (GC) [7,8].

Se han acoplado diversos detectores a LC usando diferentes agentes derivatizantes,
por ejemplo, para lograr el adecuado cromoforo, fluoréforo o derivado para su
determinacion mediante espectrometria de masas (MS). Asi, Gly y MGly se han
determinado en orina mediante LC acoplada a un detector de fluorescencia (FLD)
utilizando diferentes agentes derivatizantes como: 2,3-diaminonaftaleno (DAN) [9], 5,6-
diamino-2,4-hidroxipirimidina (DDP) [10,11], 6-hidroxi-2,4,5-triaminopirimidina (TRI) [1,12]
y 4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) [13]. Ademés, MGly se ha determinado en orina
mediante LC y deteccion ultravioleta utilizando 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) como
reactivo derivatizante.

Gly y MGly también han sido objeto de estudio en otras muestras bioldgicas como
tejidos, celulas, plasma y sangre, mediante LC, transformandolos previamente en sus
correspondientes derivados de la quinoxalina por reaccion de 1,2-diamino-4,5-
dimetoxibenceno (DDB) [15,16], 1,2-diaminobenceno [4,17,18] y DAN [19-22].
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La complejidad de las muestras bioldgicas obliga a incluir diferentes etapas en el
tratamiento de las muestras con el fin de simplificar la matriz y obtener extractos
enriquecidos con los analitos. La etapa de preparacion de muestra resulta de gran
importancia dentro del proceso analitico global. A menudo, es necesario extraer los
compuestos bajo andlisis en un medio que sea compatible con la instrumentacion a
emplear, y ademas, puede ser necesario preconcentrarlos de modo que se incremente la
sensibilidad de la técnica analitica. La extraccion selectiva de los analitos se basa en las
diferencias entre sus propiedades fisicas y quimicas (peso molecular, carga, solubilidad
en agua, polaridad o diferencias de volatilidad).

En este sentido, para la determinacién de Gly y MGly en orina, se han utilizado tanto
extraccion liquido-liquido (LLE) [14] como extraccion en fase soélida (SPE) [1]. Estas
técnicas de extraccion tradicionales no cumplen los principios de la quimica analitica
verde (QAV), ya que consumen mucho tiempo y requieren grandes cantidades de
reactivos, que suelen ser caros, generan muchos residuos y la muestra puede sufrir
contaminacion. Aungue la bibliografia muestra algunas aplicaciones de LLE empleando
volimenes de disolventes organicos bajos [8,9], estos procedimientos no llegan a ser
considerados como técnicas de microextraccion.

Las técnicas de extraccion y preconcentraciéon miniaturizadas han impulsado
enormemente las etapas de preparacion de muestra atendiendo a los principios de la
QAV, consiguiendo extracciones muy eficientes y usando cantidades muy bajas de
disolventes organicos. En este sentido, la extraccion por adsorcion mediante barras
agitadoras (SBSE) ha sido aplicada para la cuantificaciéon de Gly y MGly en muestras de
orina [9]. Las técnicas de microextraccion en fase liquida (LPME) generalmente resultan
interesantes alternativas al presentar menor coste en su aplicacién, buena robustez y
sobre todo menor tiempo para alcanzar el equilibrio de extraccion.

Entre los diferentes tipos de técnicas de LPME, destaca la microextaccion dispersiva
liquido-liquido (DLLME) por la simplicidad en su aplicacion y los excelentes factores de
preconcentracién alcanzados para diferentes analitos y desde distintas matrices de
muestra. DLLME fue descrita por primera vez por Rezaee y Berijani en 2006, y consiste
en la generacion de microunidades de volumen de fase aceptora en el seno de la fase
dadora, a fin de aumentar la superficie de contacto entre ambas fases y con ello reducir el
tiempo de transferencia. En esta técnica, se inyecta una mezcla de un disolvente
extractante (inmiscible en la fase dadora) y un disolvente dispersante (miscible en las
fases dadora y aceptora) en una muestra acuosa. Al quedarse desprovisto el disolvente
extractante del agente dispersante por su solubilidad en la fase dadora, se provoca la
formaciéon de microgotas de fase aceptora inmiscibles con la dadora. Esto permite una
transferencia de fases muy rapida ya que la superficie de contacto es infinitamente
superior a aquellos casos en donde la fase aceptora se encuentra confinada, por lo que se
consigue la extraccién casi instantaneamente [23,24].

En este estudio se utiliza DLLME para preconcentrar Gly y MGly en orina humana,
una vez sometidos los analitos a una etapa previa de derivatizacion con DAN para
convertirlos en especies fluorescentes, para su analisis mediante LC-FLD. Se estudiaron
los diversos factores que afectan a la eficiencia de extraccion mediante DLLME:
naturaleza de los agentes extractante y dispersante, sus volimenes, pH y fuerza idnica de
la fase dadora y concentracién de agente surfactante. La Figura 1 muestra los resultados
obtenidos, que condujeron a la seleccion de las condiciones indicadas en la Tabla 1.
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Fig. 1. Influencia de: (A) naturaleza del disolvente extractante, (B) volumen de 1-undecanol, (C)
volumen de etanol, (D) pH, (E) concentracion salina y (F) concentracion de Triton X-114

Tabla 1. Condiciones seleccionadas para DLLME

Agente extractante 1-Undecanol, 75 pL
Agente dispersante Etanol, 500 pL
pH 10
Concentracién NaCl, % m/v 10
Concentracion surfactante, mM 0,07

Para la separacion de los compuestos derivatizados por LC se empled como fase
moévil una mezcla metanol:agua en modo gradiente, con una velocidad de flujo de 1
mL/min. En el programa de elucioén, se mantuvo la proporcion 65:35 durante 9,5 minutos,
pasando a 80:20 en 1 min, proporcién mantenida durante 3,5 min, para seguidamente
recuperar las condiciones iniciales en 1 min. Como fase estacionaria, se empled una
columna C-18 ODS de dimensiones 15 cm x 4,6 mm; 5 um d.i. Las longitudes de onda
seleccionadas en el detector fueron 267 y 503 nm para la excitacion y emision,
respectivamente.

La derivatizacion se llevé a cabo por adicion de 50 pyL de DAN (0,5 % m/v, preparado
en dimetilsulfoxido), a 10 mL de disolucién acuosa o 2,5 mL de muestra, conteniendo 3,4-
hexanodiona como estandar interno, siendo las mezclas incubadas durante 24 ha 4 °Cy
en la oscuridad.

Las muestras de orina fueron homogeneizadas por inmersién directa de una sonda
de ultrasonidos durante 1 min, a 50% de amplitud y 0,5 ciclos/s antes de proceder a la
etapa de derivatizacion; tras la que se diluian a un volumen de 10 mL con agua
conteniendo NaCl 10% m/v y Triton X-114 0,07 M, para proceder al ajuste del pH hasta 10
por adicion de 0,5 mL de disolucion reguladora Na,CO3/NaHCO; 0,1 M. Seguidamente, se
inyectaba de forma vigorosa la mezcla conteniendo 75 pL de 1l-undecanol y 500 pL de
etanol, a los 10 mL de la muestra. Una vez agitada la mezcla durante unos segundos, se
sometia a centrifugacion durante 3 min a 3000 rpm, recuperando la fase extractante en la
parte superior de la mezcla, e inyectandose 20 pL en el sistema LC-FLD. Bajo las
condiciones cromatograficas seleccionadas los derivados de Gly, MGly y 3,4 hexanodiona
fueron eluidos con tiempos de retencion de 6,74; 9,07 y 13,32 min, respectivamente.

La representacion de la relacion entre area obtenida para Gly y MGly, a seis niveles
de concentracién comprendidos entre 0,1 y 25 ng/mL, y la del estandar interno, frente a la
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concentracién del analito, mostré un excelente grado de linealidad dentro del intervalo de
concentracion estudiado. Los limites de deteccién calculados segun el critero de relacion
sefial/ruido igual a 3, fueron 13 y 43 ng/L para Gly y MGly, respectivamente. La exactitud
del método se estudié a través de estudios de recuperacién sobre muestras de orina
previamente fortificadas, encontrandose valores de recuperacion en los intervalos 88-92%
y 93-103% para Gly y MGly, respectivamente. El método desarrollado se aplicé al andlisis
de doce muestras reales de orina y los contenidos encontrados estuvieron entre 1,1y 28,4
ng/mL para Gly y entre 15,8 y 217 ng/mL para MGly.
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