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1.-RESUMEN

En esta Memoria se ha llevado a cabo una revision bibliogréfica acerca del andlisis de
esfingolipidos (SL) y fosfolipidos (PL) en muestras biol6gicas complejas mediante Cromatografia
en Capa Fina de Alta Eficacia (HPTLC)-densitometria acoplada directamente a Espectrometria
de Masas, técnica que ha experimentado un desarrollo experimental importante en la Ultima
década.

Tras una introduccion general a los lipidos estudiados y a las técnicas cromatograficas acopladas
a MS (LCy GC), se han revisado los métodos de separacién HPTLC de los SL y PL, las técnicas
de densitometria de barrido (UV, Vis, FL) para su deteccion, y las técnicas de acoplamiento a MS
utilizando ionizacidn a presién atmosférica. Estas Ultimas, pueden dividirse fundamentalmente en
técnicas basadas en la extraccion-elucién automatizada de la o las bandas separadas en la placa
cromatografica, con posterior identificacion estructural mediante ESI-MS, MS/MS 'y en técnicas
de desorcion-ionizacién sobre la placa e ionizacion MALDI o DESI.

Cuando existen patrones adecuados, la densitometria permite la determinacion cuantitativa de
lipidos individuales, y la determinacion semicuantitativa de las clases y subclases de SL y PL
cuyos componentes pueden identificarse estructuralmente por MS. Esto se ha usado para obtener
perfiles de SL y PL relacionados con el metabolismo celular, o para monitorizar el transporte de
PL a través de membranas.

Muchos de estos problemas se habian realizado experimentalmente utilizando procedimientos
manuales de rascado y aislamiento de la banda HPTLC para su caracterizacion. Estos requerian
mucho tiempo, daban lugar a errores experimentales y eran ineficaces a la hora de procesar una
alto nimero de muestras. A pesar del uso cada vez més frecuente de HPTLC-densitometria-MS
por su rapidez y selectividad, las posibilidades de acoplamiento no se han explorado en
profundidad.

ABSTRACT

A bibliographic review of the analysis of sphingolipids (SL) and phospholipids (PL) in complex
biological samples by High Efficiency Thin Layer Chromatography (HPTLC) Densitometry
directly coupled to Mass Spectrometry has been carried out in this Report. It has undergone
significant experimental development in the last decade.

After a general introduction to the lipids and to the chromatographic techniques coupled to MS
(LC and GC), the HPTLC separation methods of the SL and PL the scanning densitometry
techniques (UV, Vis, FL) for their detection, and MS coupling techniques using ionization at
atmospheric pressure have been reviewed. These can be classified into techniques based on the
automated extraction-elution of the separated band, with subsequent structural identification
using ESI-MS, MS / MS and on desorption-ionization techniques on the plate and MALDI or
DESI ionization.

If we have the suitable standards, densitometry allows the quantitative and the semiquantitative
determination of individual lipids and the determination of different classes and subclasses of SL
and PL, whose components can be structurally identified by MS. This has been used to obtain SL
and PL profiles related to cellular metabolism, or to monitor the PL transport through membranes.
Many of these problems had been carried out using manual scratching and isolation procedures
of the HPTLC band for their characterization. These were time consuming, led to experimental
errors, and were ineffective in processing a high number of samples. Despite the increasing use
of HPTLC-densitometry-MS for its speed and selectivity, the coupling possibilities have not been
fully explored.



2.-INTRODUCCION
2.1.-LIPIDOS EN MUESTRAS COMPLEJAS BIOLOGICAS

Los lipidos pueden definirse de manera general como moléculas anfifilicas, con partes
hidrofébicas e hidrofilicas. Sus propiedades principales son que constituyen uno de los principales
componentes estructurales de la célula, representan una fuente de energia importante para ella e
intervienen en multitud de procesos de sefializacion metabdlica y regulacion celular. La disciplina
que trata de su analisis se denomina lipidémica, haciendo referencia al estudio a gran escala de la
identificacion de las especies y el estudio de las reacciones que implican lipidos en sistemas
bioldgicos. Es decir, que incluye la identificacion y cuantificacion de las miles de especies
moleculares de lipidos celulares. Algunos autores estiman unas 10° especies, que pueden
agruparse en categorias y en una centena de clases [1]. Otros oscilan entre proponer unas decenas
de miles o millones de especies [2,3].

La agrupacion de los lipidos en clases se realiza en funcién de su grupo de cabeza polar y cada
clase consta de numerosas especies moleculares gque contienen acidos grasos con diferentes
longitudes de cadena y nimero de insaturaciones.

En esta revision bibliogréfica se pretende estudiar la reciente aportacion de la Cromatografia en
Capa Fina de Alta Eficacia (HPTLC) acoplada a la Espectrometria de Masas (MS) a la
determinacion de dos categorias de lipidos: fosfolipidos y esfingolipidos, cada uno con diversas
clases y subclases.

La categoria de fosfolipidos (o glicerofosfolipidos) se define por la presencia de al menos un
grupo fosfato esterificado a uno de los grupos hidroxilo del glicerol. Sus clases mas conocidas
son las fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilgliceroles (PG),
fosfatidilserinas (PS) y los acidos fosfatidicos (PA). De entre las subclases, la mas comun es la
fosfatidil- (-O-CO-CH2-R1) aunque se pueden encontrar, dependiendo de las muestras,
plasmanil- (-O-CH2-CH2-R1) y plasmenil- (-O-CH=CH-R1), entre otras posibilidades. (Figura
1)
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Figura 1 Estructura basicas de los glicerofosfolipidos. Molécula de glicerol, unida a dos &cidos grasos y
un grupo fosfato. El grupo fosfato que une por enlace fosfodiéster a otras moléculas A) Fosfatidilcolina
(PC), B) Fosfatidiletanolamina (PE), C) Fosfatidilglicerol (PG).



Los esfingolipidos contienen ceramida como estructura central, la cual esta formada por la union
de una base esfingoide (en humanos suele ser la esfingosina) con un acido graso mediante un
enlace amida (N-acil-esfingosina). Como en otras categorias, existe una gran variabilidad en las
clases (SL neutros: globotriaosilceramidas (Gbs), lactosilceramidas (LacCer), glucosilceramidas
(GluCer), esfingomielinas (SM); SL &cidos: sulfatidas, ganglidsidos, etc...Por poseer un grupo
fosfato, las SM suelen ser consideradas también fosfolipidos. (Figura 2)
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Figura 2 Estructura basica de los esfingolipidos. Molécula de ceramida y un grupo unido en su alcohol
primario. A) Globotriaosilceramida (Gbs) B) Lactosilceramida (LacCer) C) Glucosilceramida (GluCer)
D) Esfingomielina (SM)

La HPTLC, yaen su version anterior (TLC), ha sido y es una técnica muy popular para el analisis
de lipidos. De hecho, en su libro Lipidomics, Han [4] asegura que el término lipidoma aparecid
por primera vez en la literatura en 2001 precisamente en un articulo sobre TLC, titulado: “Non-
destructive quantification of neutral lipids by thin-layer chromatography and laser-fluorescent
scanning: Suitable methods for “lipidome” analysis” [5]



2.2.- TECNICAS USADAS PARA LA DETERMINACION LIPIDOMICA

Los avances en Espectrometria de Masas (MS) por ionizacion a presion atmosférica o ionizacion
suave, han impulsado la investigacion lipidomica y, en general, la del analisis de lipidos en
matrices bioldgicas. No hay un unico esquema basado en MS que permita detectar el lipidoma
completo debido a la diversidad de las estructuras moleculares existentes y a la ausencia de
patrones de calibracion para todos los lipidos desconocidos [6]. El andlisis suele ser finalmente
abordado mediante una combinacion de diferentes aproximaciones experimentales. Dependiendo
de la técnica y la instrumentacién se pueden obtener diferentes tipos y niveles de informacion
sobre la estructura molecular de los metabolitos, con diversos grados de sensibilidad y
selectividad.

Aunque la totalidad del extracto lipidico puede ser sometida a MS por infusion directa, se suele
emplear una etapa previa de separacién cromatografica para minimizar los problemas debidos al
efecto de supresion ionica [3]. La Cromatografia de Gases (GC) se ha acoplado a MS desde hace
tiempo, aunque, sin duda, la plataforma maés utilizada es la Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia en columna-MS.

2.2.1.- CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS (GC-MS)

La técnica de GC-MS involucra procesos térmicos y, gracias a la utilizacion de columnas
capilares, es muy eficaz para la separacién molecular de analitos de bajo peso molecular
susceptibles de volatilizarse sin sufrir descomposicion térmica. En el caso del analisis de lipidos,
se requiere una etapa de derivatizacion para aumentar su volatilidad, como, por ejemplo, la
formacion de ésteres metilicos de los acidos grasos, o el uso de reactivos tales como la N-metil-
N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida. Este proceso suele ser tedioso, experimentalmente incierto, y
puede producir artefactos. A pesar de esta posibilidad, sin embargo, GC-MS es una técnica poco
usada para el analisis de PL y SL. Resultados recientes muestran que el calentamiento a
temperaturas elevadas tiene efectos sobre un ndmero alto de bioanalitos e incluso producen
cambios en el perfil del cromatograma. Esto sucede, por ejemplo, en el caso de fosfolipidos como
PC[7].

2.2.2.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-MS)

Es el enfoque analitico mé&s popular para el analisis de lipidos puesto que combina una de las mas
eficientes separaciones (LC) con una tecnologia de deteccion muy sensible (ESI-MS). Es
adecuada para lipidos y suele ser usada en general para analizar compuestos no volatiles, polares
y térmicamente inestables.

La separacion en columna proporciona la dimension de tiempo de elucién para la identificacion
de las especies de lipidos individuales. Las columnas utilizadas son de tipo HPLC y, mas
recientemente, de UPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatography) que, con un menor
tamarfio de particula del relleno y una mejora en el empaquetamiento, permiten separaciones mas
eficaces en una columna de menor tamafio [8]. En cuanto a la fase estacionaria, la més utilizada
es la columna de fase reversa (C8, C18) que permite una separacion cuasi individual de las



especies moleculares de SL y PL en funcion de las longitudes de cadena de sus &cidos grasos, y
nimero y posicion de los dobles enlaces. Un ejemplo de aplicacion al andlisis de Gbs, un
glicoesfingolipido, puede encontrase en la bibliografia [9].

El segundo factor a considerar es el acoplamiento LC-MS. La ionizacién ESI-MS, que es
considerada la “estandar” en LC, permite evaporar continuamente el disolvente que constituye la
fase mavil usada en la separacion. Conforme el eluato fluye de la columna cromatografica, es
transformado en moléculas gaseosas ionizadas.

A pesar de que LC-MS es una de las técnicas mas resolutivas, se han puesto de manifiesto varios
problemas asociados al analisis de lipidos [4]:

- Para resolver especies moleculares individuales con columnas de fase reversa, se suelen
usar gradientes de elucion. Los cambios de composicion del gradiente con el tiempo
pueden afectar a la eficiencia de la ionizacién de las especies eluidas. Por ello, pueden
existir diferentes factores de respuesta para lipidos estructuralmente similares dentro de
una determinada clase. Esto es importante a la hora de cuantificar las especies ya que se
necesitarian sistemas de deteccion que aseguraran factores de respuesta similares para
lipidos de una misma clase.

- Esto se agrava con que los gradientes utilizados en fase reversa se suelen iniciar con fases
moviles acuosas, lo cual produce problemas de solubilidad dependiendo de las especies.
Esto puede inducir problemas de agregacién y eficiencias de ionizacién diferenciales.
Ciertos lipidos pueden ser no eluidos y permanecer en la columna.

- Asimismo, otros autores [10], han puesto de manifiesto que los sistemas LC-MS procesan
una cantidad enorme de datos y obtienen toda la informacion en un experimento Gnico e
individual. Una vez que el experimento comienza, no puede ser detenido, con lo cual se
acumulan cantidad de datos que pueden no ser necesarios. Esto conlleva alto coste en
tiempo y disolvente.

Algunos de estos problemas pueden ser parcialmente resueltos y enfocados de otro modo,
empleando HPTLC-MS, como se describe en esta Memoria.

3.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ALTA EFICACIA (HPTLC) APLICADA
AL ANALISIS DE ESFINGOLIPIDOS (SL) Y FOSFOLIPIDOS (PL)

HPTLC, la versién modular y automatizada de la Cromatografia de Capa Fina (TLC), es una
técnica caracterizada por obtener separaciones bastante eficientes de una forma rapida, simple y
utilizando pequefias cantidades tanto de muestra como de disolvente. A diferencia de HPLC, la
técnica es capaz de procesar un gran nimero de muestras por placa, siempre y cuando sus
componentes no sean volatiles, utilizando una gran variedad de disolventes. Otra ventaja es que
la placa es desechable al finalizar el experimento evitando de esta forma cualquier efecto
memoria.

Una de las principales ventajas de la HPTLC es que todos los componentes de la muestra se
encuentran, tras la migracion cromatogréfica, fisicamente sobre la placa y pueden ser detectados,
a diferencia de las técnicas de columna que pueden retener analitos por adsorciones irreversible.

La tecnologia HPTLC ha experimentado un enorme crecimiento en la Gltima década
desarroll&ndose instrumentos automatizados para cada una de las etapas: aplicacion de muestra,
desarrollo cromatogréfico y deteccion. Estas se pueden llevar a cabo utilizando una gran variedad



de instrumentacion, que serd elegida en funcidn del grado de sofisticacion que el analisis requiera.
A continuacion, se comentaran los aspectos mas importantes dentro de cada una de las etapas para
el andlisis de PL y SL.

3.1.- PREPARACION DE MUESTRA Y APLICACION EN LA PLACA

Dependiendo de la complejidad de la muestra, se debe llevar a cabo un tratamiento para aislar el
o los analitos de interés, para evitar interferencias. Este es el caso de las muestras de origen
biolégico. En ellas se pueden encontrar una gran variedad de diferentes moléculas entre las
destacan las proteinas, los glacidos y los lipidos, que seran los compuestos de interés. En nuestro
caso, las proteinas se suelen separar por centrifugacion.

Anteriormente, el procedimiento de extraccion de los lipidos de cualquier matriz bioldgica era
muy largo, tedioso e implicaba perdidas de analitos. No fue hasta mediados del siglo XX cuando
un cientifico espafiol, J. Folch, descubri6 un nuevo método de extraccion lipidica rapida y con un
porcentaje de recuperacion muy alto. EI método Folch, llamado asi en honor a este, se basa en la
utilizacion de una mezcla 2:1 (v/v) de Cloroformo:Metanol con un lavado posterior con agua.
Actualmente, este método se sigue utilizando ampliamente, aunque con algunas variaciones de
disolventes y composiciones dependiendo del tipo de lipido que se desee estudiar (véase, por
ejemplo, el método Bligh-Dyer [11]). Una vez obtenido el extracto lipidico es necesario, en
nuestro caso, separar SL y PL. Un ejemplo de ello es descrito en [12], en el cual se pretendia
analizar glicoesfingolipidos de un cultivo celular de C2C12. Para ello se lavaron las células con
PBS, se liofilizaron y se sometieron a varias extracciones con Cloroformo/Metanol/Agua 20:10:1
(v/v) con el fin de extraer los lipidos de la célula. Tras ello y con el fin de eliminar los
glicerofosfolipidos, se sometié a la muestra a un tratamiento alcalino basado en cloroformo e
hidréxido de sodio en metanol, dejandolo incubar a 37°C durante 1 hora.

Se puede aplicar la muestra sobre la placa cromatogréafica con ayuda de varios tipos de
aplicadores, manuales, semi-automaticos y automaticos, . De entre todos ellos cabe destacar un
el ATS 4 o Automatic TLC Sampler 4. Este instrumento es un aplicador de muestras automatico
capaz de depositar muestras liquidas con formas y tamafios diferentes (puntos, bandas o
rectangulos) en placas de hasta 20 x 20 cm, mediante spray-on o nebulizacion .Las muestras son
nebulizadas sobre la placa a densidad constante, obteniendo bandas, puntos o rectangulos de
forma rapida y homogénea. Una ventaja de este sistema de aplicacion es que permite la deposicién
sucesiva de muestra sobre la misma coordenada de la placa, permitiendo una mejora de la
sensibilidad de analisis. Esto se denomina “overspotting” y es muy practico para el dopaje de la
muestra, por ejemplo, con patrones (Figura 3)



Figura 3 CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4)

3.2.-DESARROLLO CROMATOGRAFICO

Al material adsorbente de la placa cromatografica donde se separan las diferentes muestras se le
denomina fase estacionaria, que en HPTLC estad en forma de placas de diversos tamafos.
Actualmente existe una gran variedad de placas cromatogréficas basadas en silica gel sin
modificar o modificada, celulosa, alimina, siendo la placas de silica gel sin modificar las mas
utilizadas en el analisis en capa fina. Pueden incluir algun indicador de fluorescencia.

Las placas con silica gel como material adsorbente, que puede estar soportado sobre diferentes
materiales (aluminio, cristal, plastico...), tienen caracteristicas polares, por lo que las hace
idoneas para separaciones de mezclas de compuestos polares. Un ejemplo de ello son nuestros
analitos, los esfingolipidos y los fosfolipidos [13]. Ademas, en algunos articulos se ha informado
acerca de placas cromatograficas LiChrospher [14]. Estas placas estan basadas en particulas
esféricas de silica gel de un tamafio de 7 um, similar a los rellenos de las columnas de HPLC, que
mejoran la separacion y la sensibilidad del andlisis cromatografico. En el campo de los lipidos,
las placas mas usadas son las de silica gel. En algunos casos se ha usado silica gel modificada con
fase reversa (C8, C18). Otras posibilidades basadas en la silica gel modificada (NH2, ciano, diol)
han sido muy poco usadas en este tipo de separacion

Tras la aplicacion de la muestra sobre la placa cromatografica se procede al desarrollo
cromatografico, con el que se procura obtener separaciones Optimas de los diferentes
componentes de la muestra de interés. Para ello se utilizan una serie de disolventes (la fase movil),
elegidos en funcidn de las caracteristicas de la muestra depositada en la placa cromatografica (la
fase estacionaria). En el caso de usar placas de silica gel y disolventes de fase normal, se obtiene
una separacion de los lipidos en clases, agrupadas las especies por sus grupos polares de cabeza.

La fase movil puede estar formada por un unico disolvente o una mezcla de varios, constante a
lo largo de la elucidn (isocrética). La elucion puede realizarse también usando una secuencia de
disolventes (0 mezclas), llamandose elucion secuencial. También puede llevarse a cabo usando
un gradiente de varias etapas en el que los disolventes usados varian en su proporcién. También,
se suele llevar a cabo, para separar PL, separaciones bidimensionales en las que la elucion se
realiza con dos sistemas diferentes de disolventes (fase normal/fase reversa), girando la placa 90°
entre la primera y la segunda separacion. [15, 16]



El ANEXO 1 recopila en forma de Tabla los principales trabajos sobre PL y SL encontrados en
la bibliografia, con detalle del tipo de muestra analizada, clases y subclases separadas, fases
moviles y eluciones empleadas.

Para llevar a cabo este desarrollo cromatografico existen una gran variedad de cubetas manuales
y automatizadas. Habitualmente, en TLC se han utilizado las cubetas manuales verticales y
horizontales, con las que se obtenian buenas separaciones, pero bajas reproducibilidades. En
HPTLC, las cAmaras cromatograficas mas usadas son las automaticas y entre ellas destacan dos,
ADC2 y AMD2. ADC 2, del inglés Automatic Developing Chamber 2, es un dispositivo de
desarrollo cromatogréfico secuencial o isocratico , automatico e independiente de los efectos
ambientales capaz de obtener resultados fiables y reproducibles, en el que se puede controlar de
forma remota la actividad y el preacondicionamiento de la placa, la saturacion de la camara, la
distancia de desarrollo y el secado final. AMD 2, del inglés Automated Multiple Development, al
igual que ADC 2, es un dispositivo de desarrollo cromatografico automatizado controlado por
ordenador e independiente de las condiciones ambientales que permite la elucion en gradiente por
etapas sobre distancias de separacion crecientes, por lo que es capaz de resolver separaciones de
muestras que contienen sustancias neutras, hidrofilicas y lipéfilas en una sola serie. Permite llevar
a cabo separaciones con diferente nimero de etapas tan cortas como 1 0 2 mm, en los que la
composicién de la fase movil varia en cada etapa. Ademas, este gradiente en etapas junto a la
posibilidad de repetirlas para refocalizar las bandas, hace que las separaciones sean mas eficaces
y los picos separados, mas finos. Estas propiedades, junto con el alto grado de reproducibilidad,
hacen de esta técnica una de las méas usadas en el analisis lipidico. [2,11,17]

Figura 4 CAMAG Automatic Device Chamber 2 (ADC 2) [Izq] y CAMAG Automatic Multiple
Development 2 (AMD 2) [Dcha]
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3.3.-DETECCCION POR DENSITOMETRIA

La técnica por excelencia mas usada para la deteccién en HPTLC es la Densitometria, la cual
consiste en la localizacién de las diferentes bandas cromatogréaficas tras su previa separacion
midiendo la cantidad de radiacion que interacciona con los componentes de la banda. Es la técnica
central entre la separacion HPTLC y el acoplamiento con MS. Los modos densitométricos mas
utilizados son la Ultravioleta (UV) y la Fluorescencia. La radiacion UV es frecuentemente
utilizada para la deteccion de lipidos insaturados a una longitud de onda de 190 nm. Los lipidos
saturados no responden en UV. Lagicamente, los lipidos no suelen ser fluorescentes, a menos que
se les marque con un fluoréforo, o bien se induzca la fluorescencia, bien por derivacion, o bien
mediante induccion de fluorescencia mediante interacciones débiles, como es el caso de la
primulina  (2-[2-(4-aminofenil)-1,3-benzotiazol-6-il]-6-metil-1,3-benzotiazol-7-sulfonato  de
sodio) [18,19]. Esta crea interacciones no especificas entre el analito y el fluoréforo,
produciéndose un aumento de su fluorescencia intrinseca en presencia de una cadena
hidrocarbonada larga, como las de los &cidos grasos. La primulina permite también la deteccion
de lipidos saturados y no interfiere con el uso de las técnicas de MS [20,21]. Ademas, la respuesta
del sistema depende de la longitud de la cadena hidrocarbonada, pudiéndose usar para el analisis
cuantitativo

El orcinol (5-metilbenzeno-1,3-diol), permite la deteccion selectiva de glico-lipidos, como los
GSL. Se basa en la deshidratacion del correspondiente carbohidrato a furfural, y su reaccién con
orcinol en medio sulfurico para producir un complejo coloreado, detectable en el visible a 550
nm [22]. La primulina y el orcinol pueden usarse para realizar el analisis semi-cuantitativo de una
clase de lipidos, usando un patrén adecuado. Se han empleado la calibracion con patron externo
y la adicion de patron, por ejemplo, para la determinacion de la clase de SM en plasma humano,
usando como patréon SM d:18:1;16:0 y densitometria usando primulina [20]

Otro método usado a menudo en la deteccidn lipidica es la inmunotincién, que utiliza uno o varios
anticuerpos dirigidos a los SL separados sobre la placa. Un ejemplo de ello se expuso en el articulo
[23], que mas tarde serd comentado.

También se pueden usar como método de deteccion de lipidos reactivos que provoquen una
oxidacion u otra reaccién, normalmente a cierta temperatura, que provoque carbonizacion,
aromatizacion o formaciéon de complejos coloreados, tales como el acido sulfurico o la
combinacion de acetato o sulfato de cobre con acido fosférico [24,25]. Estos son métodos
destructivos. A menudo se han empleado para analisis semi-cuantitativo aunque hay que
considerar los resultados con precaucion ya que la estequiometria de la formacion de esos
complejos no es muy conocida y, por tanto, es dificil optimizar las condiciones de deteccion en
cada caso.

En el ANEXO 1 puede encontrarse las referencias bibliogréficas de las técnicas de revelado
densitométrico usadas en el andlisis de PL y SL, asi como el tipo de andlisis publicado
(cualitativo/semi-cuantitativo).

4.- ACOPLAMIENTO HTPLC-MS PARA EL ANALISISDESL Y PL

En el Anexo 1 también se detalla si el posterior acoplamiento a MS se ha realizado online o bien
se procedio al rascado de la placa. Este método, tedioso y susceptible de errores experimentales,
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se va sustituyendo por las técnicas de acoplamiento directo que se explican en este apartado de
la Memoria.

4.1.- TECNICAS DE DESORCION SOBRE LA PLACA

Una vez detectadas las bandas de interés tras el desarrollo cromatogréafico, se procede a la
desorcion directamente desde la placa para la ionizacion y posterior analisis mediante MS de su
contenido. En ocasiones es necesaria la utilizacion de algin tipo de tratamiento previo a la
desorcion, como la adicion de un disolvente, para el correcto funcionamiento de la técnica.
Existen una gran variedad de técnicas de ionizacion basadas en la desorcion, entre las que cabe
destacar MALDI y DESI, ya que, como se describird a continuacion, han sido muy utilizadas para
la determinacion de fosfolipidos y esfingolipidos.

4.1.1.- DESORCION E IONIZACION LASER ASISTIDA POR MATRIZ (MALDI)

La técnica de ionizacion de MALDI se basa en la absorcion de la energia, que proporciona un
laser, por parte de una matriz, la cual recubre la placa donde se encuentran los analitos. Esta
energia se utiliza para la generacion de los diferentes iones (Figura 5). En el analisis de lipidos
MALDI es frecuentemente combinado con un analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF). La
combinacion de MALDI-TOF con HPTLC, y el anélisis de PL y glucolipidos por HPTLC-
MALDI han sido analizadas en [26] y [27].
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Figura 5 Esquema de funcionamiento de MALDI

Es necesaria una cuidadosa seleccion de la matriz para superar los efectos de la supresion ionica.
Las placas son a menudo rociadas o sumergidas en cantidades relativamente grandes de matrices
organicas que generalmente las cubren siguiendo una secuencia de multiples pasos de deposicion.
La matriz més usada en MALDI es &cido 2,5-dihidroxibenzoico [12]. Debido a la presencia de
una matriz, la fragmentacion en MALDI suele ser mas compleja que en ESI.

De acuerdo con Schiller et al. [28,29] la dificultad para obtener informacién cuantitativa de
MALDI esta relacionada con la actual configuracién del equipo MALDI, ya que la distribucién
de los analitos no es homogénea a lo largo de la banda. Por lo tanto, el espectro de masas
producido depende de la posicion de la zona de irradiacion del laser, que es significativamente
maés pequefia que la banda de TLC. Por ello, en todos los trabajos revisados aqui, hemos observado
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que la intensidad relativa de cada especie de lipido identificado es normalizada con respecto de
la intensidad total de todas las especies de lipidos encontrados en cada muestra. Por ello los
espectros obtenidos tras usar MALDI deben ser interpretados como comparativos en lugar de
cuantitativos [30]

4.1.1.1.- ESFINGOLIPIDOS

Glucoesfingolipidos como GluCer, LacCer, Ghs, Gbs y otras estructuras mas complejas fueron
identificadas por HPTLC-MALDI en rifiones de raton (GalGh. y otras globo-SL), bazo (GgsCer)
e intestino delgado (en concreto, GgsCer con ceramidas que contienen 4-hidroxiesfinganina y
acidos grasos a-hidroxilados), usando placas de silica gel en paralelo con orcinol, primulina e
inmunodeteccion [31].

Se obtuvieron perfiles de SL y GSL a partir de musculos esqueléticos, tejido cerebral, y
mioblastos de ratones, asi como de suero humano con HPTLC-MALDI MS/MS con el fin de crear
una base de datos de moléculas que proporciona informacién en investigaciones preclinicas [32].
Igualmente, se obtuvieron perfiles de GSL para la busqueda de marcadores especificos para la
diferenciacion de células madre mesenquimatosas de médula 6sea humana frente a osteoblastos
([33] por combinacién de HPTLC-radiodensitometria-MALDI usando ®H-gangliosidos marcados
en la esfingosina).

Ante el problema de la eliminacion previa de PL para el analisis de GSL en extractos de lipidos,
Kozuel et al. desarroll6 un método células humanas monociticas THP-1 propagadas in vitro. Este
combina la desintegracion enzimatica en placa de PL, tratando el extracto de lipidos con
fosfolipasa C, junto con un posterior desarrollo cromatografico y una deteccion mediante
inmunotincién de los GSLs individuales con una mezcla de varios anticuerpos anti-GSL. [23] El
pretratamiento de esta muestra proporcion6 una mejora en la sensibilidad de deteccion de GSLs
y permitié su analisis estructural directo desde la placa por MALDI MS y MS/MS

4.1.1.2.- FOSFOLIPIDOS

HPTLC-MALDI-MS fue usado para analizar PL, asi como triglicéridos (TG) en yema de huevo
rica en acido linoleico conjugado con respecto a los huevos de pollo control [13]. Dos especies
moleculares de LPC (liso-PC), 1 de SM, 17 de PC, 19 de TG y 9 de PE fueron identificadas.

Se ha destacado en la bibliografia el corto tiempo de “screening” necesario para el analisis de las
principales clases de PL y la presentacion en forma cartogréafica de las especies individuales de
PL por MALDI a partir de materiales biolégicos [34]. Asimismo, PG, PC, PE, PI, liso-PE (LPE)
y SM fueron identificados en Pseudomonas fluorescens arrastradas por el aire desde nubes de
polvo [35]. El resultado de los perfiles del lipidoma bacteriano mostro la inesperada presencia de
PC.

En otros trabajos también se usa MALDI para obtener perfiles comparativos. La concentracién
de liso-PC (LPC) fue mayor tras un tratamiento de 24 horas con un farmaco tras un xenoinjerto
de adenocarcinoma colorrectal en ratones[36].

Otro trabajo describié la composicion de PL en el esperma de abejas durante el almacenamiento
en la abeja reina [11].

Se obtuvieron perfiles comparativos de PE, PS y colesterol en el liquido sinovial, demostrando
que estas especies varian en las diferentes etapas de inflamacion producidas por los implantes de
articulacion de rodilla basados en polietileno [37].

13



El lipidoma de la arquea marina Pyrococcus furiosus se estudio a partir de extractos de lipidos
utilizando MALDI, o bien en disolucion o directamente en la placa cromatogréafica [38]. Ademas,
los resultados sugieren que las cardiolipinas estan extendidas en la arquea.

4.1.2.- DESORCION IONIZACION POR ELECTROSPRAY (DESI)

Otro tipo de métodos de ionizacion ambiental MS que se han aplicado a HPTLC de lipidos, es
DESI, un método de “spray”, en el cual la ionizacion es simultanea con la extraccion [39]. Un
ESI asistido neumaticamente es dirigido a la superficie de la placa. La corriente de gas que golpea
la superficie es una mezcla de disolventes. Las gotas cargadas impactan en la placa HPTLC
facilitando la disolucién de los analitos y generando gotas secundarias que se dispersan por la
superficie de la placa bajo un gas nebulizador por un mecanismo ESI que permite una ionizacién
suave con la minima preparacion de muestra.(Figura 6)

Figura 6 Esquema de funcionamiento de DESI

HPTLC-SD-DESI-MS ha aportado un enfoque sencillo pero potente acerca de la elucidacion
estructural detallada del lipidoma del cristalino humano. Esta técnica permitié detectar
glicolipidos menores, (1% de todos los lipidos del cristalino aproximadamente), que no pudieron
ser identificados por infusion directa del extracto de lipidos a MS debido a los efectos de supresién
idnica de esa técnica [21]. HPTLC-SD (primulina)-DESI-MS, MS/MS permiti6 la deteccién de
30 especies de 11 clases de SL en el cristalino humano, incluyendo sulfatidas, dihidrosulfatidas,
lactosil y dihidrolactosil ceramida sulfatos, incluidas nuevas especies de acido fosfatidico unido
a éter. Hay que mencionar que solo se ha detectado LacCer con esfinganina mediante esta técnica,
mientras que en el caso de otras clases de GSL solo se detectaron analogos de esfingosina. Todo
esto se logré a pesar de la limitada resolucion de los experimentos de DESI, ya que los lipidos
solo pueden separarse en una pequefia distancia porque la fuente de DESI tiene una distancia
maxima movil de 35,8 mm. Es decir, la separacion previa de HPTLC redujo la complejidad del
espectro de masas y por tanto se logré una detallada identificacion de los SL citados por DESI-
MS, reduciendo los efectos de supresion ibnica en comparacion con la MS por infusion directa.

En otro trabajo, diversos SL fueron directamente identificados desde rodajas de tejido cerebral de
rata por HPTLC-DESI-MS, MS/MS incluso con una separacion cromatogréfica incompleta [40].
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No se requieren separaciones Optimas en la placa dada la alta sensibilidad, especificidad y
resolucion espacial de la DESI-MS. De esta forma, se han identificado gangliésidos complejos en
modo negativo. DESI-MS/MS revel6 la presencia de los dos isdmeros GD1a y GD1b utilizando
orcinol para poder observarlos por densitometria en el visible.

DESI-MS fue también aplicada con éxito en el analisis directo de PL de cerebro porcino. Estos
extractos fueron separados en dos dimensiones sobre placas HPTLC de silica gel [41]. Se
obtuvieron iméagenes moleculares DESI-MS de bandas parcialmente separadas, pero sin resolver
completamente. Ocho clases de PL, conteniendo més de cincuenta especies, fueron detectadas en
el modo de ionizacién negativo. Aungue no hay una separacion completa, la especificidad y
selectividad conseguida por la deteccion MS y MS/MS permite la resolucion de bandas
superpuestas. La impregnacion de los lipidos en la placa de HPTLC con primulina permite la
visualizacion de las bandas mediante fluorescencia. De esta forma, el experimento de DESI se
puede realizar en modo de muestreo puntual, posicionando el espray en la banda que se desea
investigar.

4.1.2.- TECNICAS BASADAS EN LA EXTRACCION AUTOMATIZADA DE LA BANDA
CROMATOGRAFICA

Tras la separacion de la muestra en la placa, la eliminacion de la fase movil y la deteccion de las
bandas separadas, los lipidos son localizados en la placa cromatografica mediante el densitometro,
y son extraidos automéaticamente con un disolvente apropiado (usando una bomba de HPLC) y
transferidos directamente hasta el equipo MS mediante una interfaz modular TLC-MS.
Recientemente se ha publicado una revision de sus aplicaciones generales [42]

La interfaz funciona de la siguiente manera: una cabeza de extraccion (oval o circular, de 4x2 o
2x2 mm) se posiciona justo encima de la banda que se desea analizar. Se bombea disolvente a
través de un capilar de entrada a la cabeza de elucién, disolviendo y extrayendo la banda. La silica
gel es filtrada y el eluato obtenido es dirigido mediante otro capilar hacia el espectrémetro de
masas. La operacién se completa en menos de un minuto. Usando esta interfaz, la transferencia
de la zona de interés desde el cromatograma de HPTLC hasta MS se puede realizar de forma
automatica, evitando el rascado y haciendo posible la identificacion directa de las especies de
lipidos de forma rapida y reproducible (Figura 7). La interfaz debe extraer un porcentaje
representativo de la muestra (80%) para que se pueda considerar un analisis cuantitativo. Para
ello, la banda cromatografica separada ha de ser tan estrecha como sea posible.
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Figura 7 Procedimiento de desorcion mediante piston ovalado de fuerza controlada; (a) posicion bypass;
(b)posicién de elucidn; (c) posicidn de limpieza con aire presurizado
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Una ventaja de esta interfaz es su independencia con respecto al espectrémetro de masas utilizado,
ya que cualquier equipo MS se puede conectar a dicha interfaz. También se pueden conectar otros
tipos de sistemas de deteccion, ya sea directamente o mediante extraccién off line en viales. A
diferencia de las técnicas basadas en la desorcidn, la interfaz no permite un escaneo continuo a lo
largo de la calle de la placa. Sin embargo, permite un acceso directo y bajo demanda a las zonas
de seleccionadas en la placa.

Las técnicas de ionizacion més utilizadas para el anélisis lipidomico han sido ES1'y APCI.

4.1.2.1.- ESFINGOLIPIDOS

En el caso de los SL neutros la ionizacién ESI usada suele ser en modo positivo y los iones
obtenidos suelen ser [M+Na]*, [M-H+2Na]*. Para el analisis de sulfatidas o ganglidsidos, la
ionizacion suele ser en modo negativo.

Varios métodos de desarrollo para SL estan basados en AMD. En dos de ellos [43,44], tras el
desarrollo cromatografico, los analitos fueron detectados a 450 nm tras su carbonizacion con
sulfato de cobre/acido fosférico. En otro [20] se us6 primulina para inducir fluorescencia o placa
sin impregnar y UV a 190 nm. En todos los casos, se usaron dos placas gemelas sometidas a las
mismas condiciones cromatograficas para el acoplamiento HPTLC-MS con la interfaz.

Se separaron diez subclases de CER, Chol y FFA fueron separados en placas LiChrospher HPTLC
de silica gel usando un gradiente AMD de 11 etapas de elucion basadas en mezclas de diferente
composicién de cloroformo, acetona y metanol agua, con un pre-acondicionamiento de la placa
con acido acético [44]. Las diferentes subclases de ceramidas (CER) forman parte de las laminas
lipidicas del stratum corneum, jugando un papel importante como barrera en la piel de los
mamiferos. Estas moléculas estan formadas por una base esfingoide, entre las que se pueden
incluir esfingosina (S), fitoesfingosina (P), 6-hidroxisofingosina (H) o dihidrosfingosina (dS), y
cadenas de acilos grasos, que pueden ser no hidroxiladas (N), a-hidroxiladas (A), ®-hidroxiladas
(O). Este ultimo tipo puede estar esterificado a un acido graso (E). Las ceramidas analizadas
incluyen: AH, AP, NH, EOH / AS, AdS, NP, OS, EOP, NS / NdS, EOS. AS fue elegido como
patron externo para el analisis semicuantitativo CER por densitometria.

La combinacién de un analisis SD semicuantitativo de una clase de lipidos por densitometria
usando patrones representativos, y su perfil ESI-MS permite llevar a cabo un analisis
semicuantitativo de cada una de las especies moleculares. De este modo, se ha llevado a cabo un
analisis semicuantitativo de SM usando una placa de HPTLC de silica gel por densitometria (UV
a 190 nm), utilizando SM (d18:1/16:0) como patrén, utilizando el método de adicion estandar
[20]. A partir de los perfiles ESI-MS de SM, se puede hacer una normalizacion de las especies
idnicas en el perfil ESI-MS, ya que el solvente de la interfaz fue eliminado antes del analisis
MS[112]. De esta forma, el espectro obtenido de ESI-MS es un perfil representativo de las
especies moleculares individuales para una clase de lipidos concreta, ya que, en la ionizacién ESI,
los factores respuesta en MS son similares para especies moleculares que pertenecen a una misma
clase. Es la cabeza polar de cada clase la que define la respuesta de ESI para los lipidos, y la
longitud de la cadena alifatica no la modifica sustancialmente [45].

En los experimentos HPTLC-MS, a diferencia de LC-MS, la fase movil (ya sea un gradiente o
una mezcla de disolventes) es evaporada antes de la deteccidn, y los picos son extraidos y
enviados al equipo MS a través de la interfaz. El solvente utilizado en la elucion es un solvente
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puro o tiene una composicion constante obteniendo, de esta manera, eficiencias de ionizacion
similares para los lipidos individuales dentro de una clase de lipidos concreta separada en la placa
de silica gel. Esto permite realizar una semicuantificacién de cada especie de SM. Ademas, la
informacién proporcionada por los perfiles ESI-MS puede servir para ayudar a mejorar la
seleccidn previa de los estandares representativos necesitados para SQ. Esta retroalimentacién es
atil para mejorar los andlisis semicuantitativos [46].

4.1.2.2.- FOSFOLIPIDOS

Con respecto a PL, los espectros HPTLC-ESI(+)-MS de PC y CL ionizan como [M+Na]* y [M-
2H+3Na]" respectivamente, y las correspondientes especies moleculares pueden ser identificadas
por MS/MS[11]. Sin embargo, PE permite preferentemente la ionizacion negativa. Asimismo, los
espectros ESI (-)-MS y MS/MS de CL fueron también obtenidos como [M-2H]?%, asi como el de
las demaés especies de PE y PG, como [M-H] y [M], respectivamente. Los mismos iones fueron
obtenidos para PL separados a partir de extractos bacterianos. En otro trabajo, [47] Kriger et al.
publicaron que PC y PE ionizados se obtuvieron en modo positivo [M+Na]* y [M+2Na-H]".

Se uso la interfaz ESI-MS para caracterizar lecitinas (PC y PE) de soja y girasoles, materias
primas usadas para la produccion de chocolate [47]. El uso de SD-interfaz-ESI-MS permitid
obtener la comparacion de las trazas de lecitinas. La primulina fue usada para conseguir la
semicuantificacion de PC y PE por fluorescencia SD, usando como patrones externos PC34:1 'y
PE34:1 respectivamente. También se realiz6 una calibracién independiente usando ESI(+)-MS.
Los limites de deteccién (LODs) y los limites de cuantificacion (LOQs) de los siete PL se
estudiaron para las tres técnicas de deteccién empleadas, obteniendo unos LOD medios que
oscilaron entre 8 y 40 mg / kg para HPTLC-FLD, 10 a 280 mg / kg para HPTLC-ESI(+)-MS, y
de 15 a 310 mg / kg para HPTLC-FLD-ESI(+)-MS, después de la impregnacion con primulina,
Se us6 un cuadrupolo sencillo como analizador de MS.

En otro trabajo se identificaron especies moleculares de PC, PE, PG unidas a proteinas de
membrana en bacterias fotosintéticas purpuras. Esto se logré a pesar de que la resolucion
cromatografica no fue completa [17]. Los PL unidos a MP tienen influencia en la actividad de la
proteina, y, en general, en la cristalizacion de éstas para el aislamiento de MP. Asi, las membranas
fotosintéticas de Rhodobaca (Rbc.) bogoriensis, Rhodobacter (Rb.) blasticus, y Rhodospirillum
(R.) rubrum fueron extraidas usando un detergente especial, dodecil p-maltosido (DDM). Los
extractos fueron purificados adicionalmente para obtener un complejo Proteina-Detergente-
Lipido. Tras ello se aplico, sobre placa de silica gel, un gradiente AMD de 7 etapas con una
mezcla de disolventes Metanol: Agua:Acetato de etilo (con preacondicionamiento de placa con
acido acético) para la separacion. Las bandas fueron detectadas a 190 nm por SD y video-SD (UV
a 366 nm). Se seleccionaron y se transfirieron directamente via interfaz a ESI-MS las respectivas
zonas correspondientes basandose en las distancias de migracion de los patrones.

5.- CONCLUSIONES

La Cromatografia en Capa Fina de Alta Eficacia acoplada a la Espectrometria de Masas (HPTLC-
MS) permite la separacién de lipidos en clases y subclases, su determinacion y la identificacion
estructural de las diferentes especies moleculares. a partir de muestras complejas de origen
bioldgico. Este trabajo se ha centrado en su aplicacion al analisis de fosfolipidos y esfingolipidos.
Tras la separacion, la densitometria permite tanto la determinacion cuantitativa de PL y SL
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individuales, como la semi-cuantificacion de sus subclases, en ambos casos si existen los patrones
adecuados. Tras ello, el acoplamiento con MS permite el reconocimiento estructural individual
de estas especies moleculares, diferenciadas en la longitud de cadena y en el nimero de
insaturaciones de sus acidos grasos, basandose en las relaciones m/z obtenidas.

Como se puede observar en algunos ejemplos de la bibliografia, HPTLC reduce la complejidad
de los espectros de masas obtenidos respecto a la introduccién directa de la muestra en un equipo
MS, reduciendo asi la supresion idnica. Gracias a esto se han podido identificar especies
moleculares de SL que no habian sido detectadas por ninguna otra técnica.

El acoplamiento automatizado permite el tratamiento de un alto nimero de muestras en un periodo
de tiempo corto, minimizando los errores experimentales que se obtenian por rascado de la placa
y su posterior aislamiento tras la filtracion y eliminacién del disolvente en rotavapor. Este
acoplamiento es llevado a cabo mediante la seleccion de las bandas de interés via interfaz basada
en la extraccion automatizada e ionizacion ESI, o mediante el barrido de las calles de la placa
utilizando técnicas de desorcién/ionizacién como MALDI o DESI.

Actualmente, la técnica HPTLC-SD-MS se encuentra en un estado de desarrollo vy
perfeccionamiento, pudiendo tener un papel especial y complementario a otras técnicas
cromatograficas acopladas a MS.
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ANEXO 1

MUESTRAS ORIGINALES

SUBCLASESDEPLY
SL SEPARADAS

REVELADORES
DENSITOMETRICOS

DESARROLLO CROMATOGRAFICO

TIPO DE ANALISIS
Y REFERENCIA

Yema de huevo oxidada enzimatica . - CuSQ4-H3POy; Azul de Isocratico I
y térmicamente PE, PC-hidroperoxidos Molibdeno CHCI3:MeOH:AcH:acetone: Agua (35:25:4:14:2) Cualitativo [48]
. Semicuantitativo,
Isocratico

Fibroblastos dérmicos

PL, gangliésidos

H,S04; Primulina; Azul

a) CHCI3:MeOH:AcH:Agua (85:15:10:3.5) 0

rascado (MALDI). Sin

de Molibdeno b) CHCls:MeOH: Agua:NH,OH 25% (120:75:6:2). e‘if;ggfe‘;e ['2;]
Semicuantitativo, patron
Lecitinas de girasol y soja en PC. PE Primulina Isocrético externo. Acoplado a la
chocolate ’ CHCI3:MeOH:Agua:Amoniaco (25%) (30:17:2:1) interfaz ESI-MS'y
MALDI [47]
Cepas de Carlbergensis S. PG, CL, LPG, PC, PA, Primulina Isocréatico. Placas activadas con &cido bérico 2.3% en Rascado, anélisis con
pastorianus syn. hidro- e dihidroperoxi CL etanol. CHClI3:EtOH:Agua:Trietilamina (30:35:7:35) MS [18]

Lineas celulares de mamiferos
(SP2/0, CHO, HEK)

Lipidos polares (PL, SL)

2,7-diclorofluoresceina

Separacion bidimensional
1) CHCI;:MeOH:Agua (71:25:2.5);
2) CHCI3:MeOH:AcH:Agua (76:9:12:2)
Isocratico: n-hexano:dietil eter:AcH (80:20:1.5) para
separacion de lipidos apolares.

Cualitativo [15]

Teiido adinoso de ratén PL, TG (Interferencias de Primulina Isocratico Comparativo. Rascado
J P PC) CHCIs:EtOH:Agua: Trietilamina (35:35:7:35) de MALDI [50]
. . . H2S04; Azul de Isocrético Cualitativo. Rascado
Acinetobacter baumanii CL, Monoliso-CL Molibdeno ninhidrina CHCl::MeOH:AcH:Agua (85:15:10:3.5) [51]
Yema de huevo rica en &cido L
. . . N Isocraticos Rascado para MALDI
linoleico Conégg?r‘f)‘i y huevos de PL,NL, FA Primulina CHCI5:EtOH: Agua: Trietilamina (5:5:1:5) [13]
Proteinas de membrana y extractos Secuencial, 7 etapas en gradiente por AMD basadas en Acoplamiento con la
. .- y , PC, PE, CL, PG UV 190 nm MeOH:Agua:Acetato de Etilo, con preacondicionamiento ACop
de bacteria fotosintética pUrpura con AcH 1N interfaz ESI-MS [17]
Cepa de Pseudomonas fluorescens Subclases de PL Primulina Isocratico Acoplamiento con

en nubes de polvo de aire

CHClI3:MeOH:Agua:Trietilamina (35:35:7:35)

MALDI [35]




Xenoinjertos de adenocarcinoma
colorrectal LS174T tratados con un
agente disruptor vascular

Subclases de PL

Amido Black 10B

Secuencial, 2 etapas
1) CHCI5:MeOH:Agua:AcH (30:15:2:4) (hasta la mitad de
la placa);
2) Acetona:Acetonitrilo:CHClI; (5:4:2) (hasta el borde
superior de la placa)

Acoplamiento con
MALDI [36]

Semicuantitativo con

Esperma de abeja reina PL Primulina Isocr.éti'co . patron (_externo
CHCI3:EtOH:Agua:Trietilamina (30:35:7:35) Acoplamiento con
MALDI [11]
Secuencial, 2 etapas
1) Acetato de metilo:1-Propanol:CHCl3:MeOH:Disolucion
Cambios en liquido sinovial por N acuosa saturada de KCI (25:25:25:10:0.25) (66 % de la
implantes de rodilla de UHMWPE PL, Chol Primulina placa) para separar glicolipidos de PL Rascado (MALDI) [37]
2) Tolueno:Dietil eter:EtOH:AcH (60:40:1:0.05) para
separacion de lipidos neutros.
. . . Secuencia, 3 etapas
Antigeno de Rhodococcus equi Trehalosa 6-monomicolato . i ' A A, e
soluble tratado con bacterias y (TMM), trehalosa 6,9- lodo 1) CHCI5:MeOH:Acetona:AcH (90:10:6:1); 2) Rascado y purificacion

proteasas

dimicolato(TDM), CL

CHClI3:MeOH:Acetona: AcH (80:20:6:1); 3)
CHCl3:MeOH:Agua (90:10:1) [40]

[52]

. Difitanilgliceroles, Pl, PG, L Isocratico
Pyrococcus furiosus lipidos de arqueol, CL H>SOs-Agua; primulina CHCly:MeOH:90% AcH (65:4:35) Rascado (MALDI) [38]
- Isocratico Rascado (31P- NMR)
Extracto de yema de huevo PL A CHCl;:EtOH:Agua: Trietilamina (30:35:7:35) [53]
Secuencial, 2 etapas
. - 1) DCM:Acetato de etilo:Acetona (80:16:4); I
Pmtek')r;it';/:?;; ;?e?/gg:r;asda de PG, PE, PC, PI CuS0O4-H3PO4 _ 2) CHCl3:Acetona:lsopropanol:Acetato de Des%rilglté\é(i)cgs[tgz;: tra
etilo:EtOH:MeOH:Agua:AcH (30:6:6:6:16:28:6:2), en
ambos casos eluyendo la placa completa.
Células tumorales mamarias _ N _Isocrético Semicuantitativo de PL
i . ! Perfil de PL CuS0;-H3PO4 CHCI3:EtOH: Trietilamina:Agua (3:3.5:3.5:0.7) hasta 70 con patrones externos
mitocondrias de hepatocitos
mm [55]
Pseudomonas aeruginosa PL, glucosaminil-PG lodo Isocratico Rascado (ESI-MS) [56]
’ CHCI3:MeOH:AcH:Agua (85:22:5:10:4)
Isocrético

Células intactas en placas de
pocillos

SL, Esfingosina

Derivatizacion previa de
lipidos

a) CHCI3:MeOH:Agua:AcH (65:25:4:1)
b) Acetato de etilo:Ciclohexano(1:1)

Cualitativo [57]

26




Piel homogeneizada

SM, Cer, Glu-Cer

CuS0O4-H3PO,

Isocrético
Separacion de SM: CHCI3;:MeOH:AcH:Agua (50:30:8:4).
Separacion de CER: CHCl3:MeOH:AcH (190:9:1).
Separacion secuencial 3 etapas de Glu-Cer :
1) CHCI5:MeOH:Agua (40:10:1);
2) CHCI3:MeOH:AcH (47:2:0.5);
3) Hexano:Dietil eter:AcH (65:35:1).

Semicuantitativo con
patrén externo [58]

Stratum Corneum y otras capas de la
piel

Dimero de Ceramida
(dCer)

CuS0O4-H3PO,

Secuencial, 18 etapas en gradiente por AMD basadas en
EtOH: CHCIs:n-hexano:Acetona: Acetato de etilo.

Cuantitativo usando dCer
como patron [23]

Stratum Corneum

Perfiles de Cer, NL

CuSO4-H3PO4

Secuencial, 8 etapas en gradientes por AMD basadas en
CHCl3:MeOH:Tolueno:n-hexano.

Semicuantitativo con
calibracion externa
Acoplamiento con MS
via interfaz [43]

Semillas de diferentes especies de

Glicosil-Cer

CuS0O4-H3PO,4

Secuencial, 18 etapas en gradiente por AMD basadas en n-
hexano: CHCls:Acetato de etilo:MeOH

Semicuantitativo con
calibracién externa.

plantas Rascado preparativo [24]
. Gangliosidos and glicosil- N Isocratico .
Extracto de lipidos inositol fosfor-Cer Primulina CHCI3:MeOH: Solucién acuosa 0,2 % CaCl, (50:40:10) Rascado preparativo [59]
Isocrético
a) CHCI3:MeOH:Soluci6n acuosa 0,2% CaCl; (50:35:8).
Enfermedad renal poliquistica de Gb Primulina Para separar los estandares SM, GhsCer y GhsCer y los | Cualitativo/Comparativo.
rata N extractos de lipidos Rascado MALDI [61]
b) CHCI;:MeOH:Solucién acuosa 0,2% CacCl; (60:35:8) o
¢) CHCI3:MeOH:Solucion acuosa 0,2% CaCl; (2:50:35:8)
A. fumigatus, A. nidulans, S. N Isocrético
apiospermum Glu-Cer, Glc-Cer Primulina CHCl;:MeOH:Hidréxido de amonio 2 M (50:10:1) [59] Rascado [19]
Isocréticos.
Separacion de GSL: CHCI;:MeOH:Acetona:AcH:Agua
(10:2:4:2:1).

Células de cultivo

Esfinganina, Esfingosina,

Orcinol; CuSOs4- H3POyq;

Separacion de globosidos: CHCl3:MeOH:Solucién acuosa

Cuantitativo [61]

Células monociticas THP-1
humanas cultivadas in vitro

Cer Radiodensitometria 0.2% CaCl, (45:55:10),
Separacion de PL: CHCI;:MeOH:AcH:Agua (50:30:8:3).
[29]
Eliminacion de PL antes Isocrético Acoplamiento con

del andlisis de SL

Orcinol; Inmunotincion

CHCls:MeOH:Agua (120:70:17)con 2 mM [61]

MALDI [33]
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Plasma humano de individuos sano

Cualitativo.

D 1 Secuencial, 7 etapas en gradiente por AMD basadas en !
SM, Gb3 UV 190nm; Primulina ) Acoplamiento con ESI-
y con la enfermedad de Fabry MeOH:DCM MS/MS via interfaz [62]
Semicuantitativo con
Plasma humano de individuos sanos SM. Gb3 Primulina Secuencial, 2 etapas en gradiente por AMD basado en adicion estandar.
y con la enfermedad de Fabry ’ MeOH:DCM Acoplamiento con APCI-
MS via interfaz [20]
Isocrético Comparativo.
Extracto cerebral bovino GSL 4cidos No densitometria GSL acidos: CHCI3:MeOH:Solucion acuosa 0,2% CaCl, Acoplamiento via
(55:45:10) interfaz con LESA [63]
Isocrético

Musculo esquelético, tejidos
cerebrales y suero

Perfiles de (G)SL

Amido black 10B

CHCl3:MeOH:Agua (55:20:3) 0 CHCI3:MeOH (50:3,5)
para la fase organica.
Separacion de gangliésidos: CHCls:MeOH:Solucion
acuosa 0,2% de CaCl; (60:40:9).

Cualitativo.
Acoplamiento con
MALDI [31]

Mioblastos de ratén

GSL

No densitometria

Isocrético
a) CHCI3:MeOH:Solucén acuosa 0,2% de CaCl; (60:40:9)
para fase acuosa gangliosidos.
b) CHCI;:MeOH:Agua (110:40:6) para GSLs neutros de la
fase orgéanica [56]

Comparativo.
Acoplamiento con
MALDI [12]

Rifién, bazo e intestino delgado de
raton

SL

Orcinol; Primuling;
Inmunotincion

Isocrético
CHCI3:MeOH:Agua (60:35:8 0 65:25:4)

Acoplamiento con
MALDI. Placas paralelas
[30]

Cerebro de pollo y raton

Galactosil-digliceridos,
monohexoésidos de
ceramida de acido graso
normal e hidroxilo, SM,
PC, PE1ly PE2

Tionina; Reacciones
PAS

4 Isocréticos
(a) 1-propanol:Acetato de etilo: CHCIl3;:MeOH:Agua
(50:50:50:21:18) para PL;
(b) CHCI3:MeOH (9:2), PL en el origen, los glucolipidos
migran;

(c) CHCI3:MeOH:Agua (140:49:5.5) para resolucion de
PEly PE2;

(d) CHCls:MeOH:Agua (65:30:4) en placas de alimina

para resolucion de PC y SM.
2D: 1) 1-propanol:Acetato de etilo: CHCl;:MeOH:Agua
(50:50:50:21:18). Paso intermedio de hidrolisis (1% HCI)
(para romper enlaces alquenil éter);
2) n-hexano:Dietileter (4:1) seguido de la reaccién con el

reactivo Schiff Leucofuscin.

Comparativo [16]
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Cristalino humano SL Primulina Isocrético Identificacion detallada
CHCl3:MeOH:Agua (75:25:2,5) por DESI-MS [21]
i . . . Lo Isocrético e,
Laminas flpas de tejido cerebral de Espe(_:les gangllos_ldos Orcinol CHCl5:MeOH: Hidréxido de amonio 2,5 N (60:40:9) por Identificacion detallada
raton descongelado complejos y sulfoglico-SL 10 min por DESI-MS [40]
Sueros de sujetos de peso normal
normolipidémico (NW), de peso
dislipidémico deficiente en vitamina Perfiles SL Primulina Isocratico Semicuantitativo [64]

D (vitDNW) y obesos
dislipidémicos deficientes en
vitamina D (vitDO)

CHCl3:MeOH:Agua (55:20:3)
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ANEXO 2

Abreviatura

ADC-2
AMD-2
APCI
ATS-4
CaCl,
CER
CHCI;
Chol
CL
CuSOq,
dCer
DDM
DESI
ESI
EtOH
FA
FLD
GalCer
Gb3
Gb4
GC
GC-MS
GD1
GluCer
H,SO4
H3PO,
HPLC
HPTLC
KCI
LacCer
LC
LC-MS
LOD
LOQ
LPC
LPE
LPG
MALDI
MeOH
MS
MS/MS

Nombre completo

Céamara de desarrollo automatico 2
Desarrollo multiple automatizado 2
lonizacién quimica a presion atmosférica
Inyector automatico de muestra TLC 4
Cloruro de calcio

Ceramida

Cloroformo

Colesterol

Cardiolipin

Sulfato de cobre (1)

Dimero de ceramida

Dodecil B-malosato

Desorcidn lonizacion por Electrospray
lonizacion por Electrospray

Etanol

Acidos grasos

Fluorescencia

a-Galactosilceramida
Globotriaosilceramidas
Globotetraosilceramidas

Cromatografia de Gases

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
Disialoganglidsido

Glucosilceramidas

Acido sulfdrico

Acido fosforico

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
Cromatografia en Capa Fina de Alta Eficacia
Cloruro de potasio

Lactosilceramida

Cromatografia Liquida

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas
Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Lisofosfatidilcolina
Lisofosfatidiletanolamina
Lisofosfatidilglicerol

Desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz
Metanol

Espectroscopia de masas

Espectrometria de Masas en tandem dos etapas



NL
PA
PC
PE
PG

Pl

PL
PS
SD
SL
SM
TDM
TG
TLC
TMM
TOF
UPLC
uv

Lipidos neutros

Acido fosfatidico
Fosfatidilcolina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilglicerol
Fosfatidilinositol
Fosfolipidos
Fosfatidilserina
Densitometria de barrido
Esfingolipidos
Esfingomielina

Trehalosa 6,9-dimicolato
Triglicérido

Cromatografia en Capa Fina
Trehalosa 6-monomicolato
Tiempo de vuelo
Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento
Ultravioleta
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