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1. Introducci6

La tiamina, també coneguda amb el nom no recomanat
vitamina B1, és una vitamina hidrosoluble essencial que conté
dos anells heterociclics (una pirimidina i un tiazol) units entre si
mitjancant un grup metilé i un atom de nitrogen quaternari
(Figura 1). La tiamina és absorbida a l'intesti prim, principalment
a nivell del jejd i de I'ili, mitjangant diferents mecanismes —via
difusio passiva, difusi6 activa o transportador especific— segons
sigui la seva concentracid intraluminal. Una vegada a la sang,
aquesta entra dins dels eritrocits generant la seva forma
molecular biologicament activa, el difosfat de tiamina o
pirofosfat de tiamina (Figura 1) (1-3).
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Figura 1. Estructura quimica de la tiamina i de la seva forma
biologicament activa (difosfat de tiamina).
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El difosfat de tiamina actua, principalment, com a coenzim de
la piruvat-descarboxilasa (EC 4.1.1.1), [l'a-cetoglutarat-
deshidrogenasa (EC 1.2.4.2) i la trancetolasa (EC 2.2.1.1) que
catalitza la formaci6 de ribosa-5-fosfat a partir de xilulosa-5-
fosfat. També participa en el mecanisme de la conducci6 del
senyal nervids, en l'alteracié del metabolisme de la glucosa i en
l'activitat de diversos neurotransmissors com els serotoninergics,
adrenérgics i colinérgics. El valor semiologic de la concentracié
de difosfat de tiamina en la sang rau en coneixer quin és l'estat
nutricional d'aquesta vitamina en I'organisme donat que un deficit
pot donar lloc a diverses malalties, com la de beri-beri,
I'encefalopatia de Wernicke, el sindrome de Korsakov i la paralisi
de Landry. Conseqlientment apareixen signes i simptomes
cardiacs, musculars, neuronals i digestius com: dany del
miocardi, falla cardiaca, alteracions del ritme cardiac, neuritis,
degeneracié muscular, debilitat, dolors musculars, disminucié
dels reflexes, confusié mental, convulsions, paralisis, vomits,
pérdua de pes i irritabilitat, entre altres (1-3).

El terme vitamina B6 inclou sis vitamines hidrosolubles, tres
derivades de la piridina; piridoxina, piridoxamina y piridoxal i els
seus esters fosforilats: 5'-fostat de piridoxina, 5'-fostat de
piridoxamina i 5'-fostat de piridoxal (Figura 2). Tot i presentar la
mateixa activitat biologica, el 5'-fostat de piridoxal és la forma
fisiologicament activa de la vitamina B6 i el principal component
en la sang. Els diferents composts de vitamina B6 son absorbits a
l'intesti prim, on té lloc una important fosforilacid i
interconversié entre les diferents vitamines, aixi com altres
reaccions metaboliques. En el fetge es completa la fosforilacié
aixi com la transformaci6 de totes les formes fosforilades a 5'-
fostat de piridoxal, mitjancant una oxidaci6 depenent de flavin-
mononucledtid (FAD). El fetge constitueix la principal font de 5'-
fostat de piridoxal. Sembla que I'eritrocit té un paper important i
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encara no del tot aclarit en el transport i metabolisme de la
vitamina B6, ja que conté els enzims necessaris per transformar
les distintes vitamines en 5'-fostat de piridoxal. L'eliminaci6 renal
és la principal via d'excreci6 de la vitamina B6. El 5'-fostat de
piridoxal és catabolitzat en piridoxal per fosfatases no
especifiques, i, posteriorment oxidat a acid 4-piridoxic el qual és
excretat per l'orina (1-3).
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Figura 2. Estructura quimica dels diferents compostos que conformen la
vitamina B6.

El 5'-fostat de piridoxal té un paper clau en la modulaci6 de
I'expressié génica d'hormones esteroidals i és el cofactor o
coenzim indispensable d'una amplia varietat d'enzims —més de
100— del metabolisme intermediari com ara la glucogen-
fosforilasa (EC 2.4.1.1), la glutamat descarboxilasa (EC
4.1.1.15), la L-aminoacid aromatic-descarboxilasa (EC 4.1.1.28),
la kinurenina 3-monooxigenasa (EC 1.14.13.9), la cistationina -
sintasa (EC 4.2.1.22), la cistationina y-liasa (EC 4.4.1.1), entre
altres. El valor semioldgic de la concentracié de substancia de 5'-
fostat de piridoxal en la sang rau en coneixer quin és el seu estat
nutricional a I'organisme donat que un deéficit d'aquesta pot donar
lloc a l'aparici6 de signes i simptomes clinics com crisis
convulsives, mareig, lesions del sistema nervios periféeric (ataxia,
neuropatia periférica), dermatitis, gingivitis, depressid, fissures i
ulceracions labials, anomalies endocrinologiques, anomalies
metaboliques relacionades amb els aminoacids (increment de
I'excrecié  d'aminoacids),  hiperpigmentacid, irritabilitat,
arterioesclerosi, malabsorcié de ferro i anemia hipocromica
microcitica, entre altres (1-3).

En Dactualitat, aquestes magnituds biologiques es mesuren
mitjancant sistemes basats en la cromatografia liquida d’alta
eficacia o HPLC (acronim de I’anglés high-preformance liquid
chromatography) acoblada a la I'espectrometria d'absorcio
molecular, la fluorimetria, la voltamperometria o0 a
I'espectrometria de masses en tandem o MS/MS (acronim de
I’anglés tandem mass spectrometry) (4-10).

L'objectiu d'aquest treball és dur a terme un estudi de
verificacié del sistema de mesura Acquity-FLR® de Waters

(Milford, Estats Units), que empra I'HPLC acoblada a la
fluorimetria com a principi de mesura, per al mesurament
simultani de la concentracid de substancia de difosfat de tiamina i
5'-fosfat de piridoxal en la sang.

2. Materials i metodes
2.1. Productes quimics i reactius

El metanol de qualitat HPLC és proporcionat per Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), mentre que l'aigua de qualitat
HPLC és subministrada per Merck Biosciences (Darmstadt,
Alemanya).

S’utilitza 1’equip de reactius Vitamin B1 and B6 Reagent kit
for HPLC analysis (referéncia: 52000) de Chromsystems®
(Gréfelfing, Alemanya). Cada equip conté: dues ampolles d’1 L
de fase mobil, un material de calibratge, una ampolla de 30 mL
amb una solucié precipitant de proteines, una ampolla de 25 mL
amb una solucié neutralitzant, 2 vials d'L mL amb una primera
soluci6 de derivatitzacid, una ampolla de 15 mL que conté una
segona solucio de derivatitzacid, una ampolla de 10 mL amb un
tampod estabilitzant, una ampolla de 10 mL d’estandard intern i
una bossa amb 100 tubs opacs tipus Eppendorf d'1,5 mL.

S’empren els materials de control de matriu sanguinia
Vitamins B1/B6 Whole Blood Control Bi-Levek I+ (referencia:
0164) de Chromsystems®.

El material de calibratge i els materials de control es preparen
seguint les instruccions i recomanacions descrites pel fabricant
dels mateixos.

2.2. Mostres de pacients

Les mostres de sang de pacients s’obtenen mitjangant puncid
venosa i es recullen en tubs de 3 mL que contenen EDTA-K;
com a anticoagulant (Vacuette, Kremsmiinster, Austria). Les
mostres sén preservades de la llum i emmagatzemades a -20 °C
fins al seu processament.

2.3. Preparaci6 de les mostres

La preparacio de les mostres consisteix en una precipitacio de
proteines i una posterior derivatitzacié de la mostra. En un tub
tipus Eppendorf opac d'l,5 mL, s’afegeixen 200 pL de cada
calibrador, control o mostra de sang, 100 pL de la soluci6
d’estandard intern i 300 pL de la solucio precipitant de proteines.
La mescla s’agita durant 30 s en un agitador tipus vortex i se
centrifuga durant 5 min a 9000 g. En un altre tub tipus
Eppendorf, s’afegeixen 250 pL del sobrenedant resultant de la
centrifugacio6 anterior, 250 uL de la solucid neutralitzant, 100 pL
d'una soluci6 de derivatitzacié —preparada préviament a afegint
50 pL de la solucié de derivatitzaci6 1 i 1000 puL de la solucié de
derivatitzaci6 2 incloses en I’equip de reactius— i s'agita durant 5
s en un agitador vortex. Immediatament després d'una incubaci6
a 60 °C durant 25 min de la barreja resultant en un bany
termostatic, s'addicionen 100 uL del tampd estabilitzant, s'agita la
barreja en un vortex durant 5 s i es manté durant 10 min a (2-8)
°C. Finalment, es realitza una centrifugacié a 9000 g durant 2 min
i el sobrenedant es transfereix a un vial cromatografic de vidre
especific per al seu processament.

2.4. Sistema de mesura

S’empra un sistema Acquity® UPLC® acoblat a un detector
fluorimétric Acquity® FLR®, ambdés de Waters.

2.5. Condicions cromatografiques

La separacié cromatografica dels components de la mostra es
porta a terme a 30 °C utilitzant una columna analitica Cortecs
C18 2,1 x 75 mm; 1,6 um de Waters a la qual se li ha incorporat
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un suport que conté un filtre de 2,0 um i una precolumna Cortecs
C18 VanGuard Pre-column 2,1 x 5 mm; 1,6 pum (Waters). Les
mostres tractades es mantenen a 15 °C a [linterior del
mostrejador. Es treballa a un flux de 0,5 mL/min emprant un
gradient lineal de les fases mobils (Taula 1). El volum d’injeccid
de la mostra és de 5 pL.

Temps. total Fase mobil A (%) Fase mobil B (%) Fqu.
(min) (mL/min)
Inicial 0,0 100 0 0,5
2 0,2 100 0 0,5
3 1,0 0 100 0,5
4 2,8 0 100 0,5
5 3,0 100 0 0,5

Taula 1. Gradient de treball aplicat per al mesurament de la concentracio
de difosfat de tiamina i 5'-fosfat de piridoxal en la sang.

2.6. Condicions del detector fluorimetric

Les longituds d’ona de treball d'excitacid6 i d'emissio
utilitzades per al difosfat de tiamina s6n 367 nm i 435 nm,
respectivament, mentre que per al 5'-fosfat de piridoxal i
I'estandard intern aquestes s6n 320 nm i 415 nm. Des de l'inici de
la cromatografia fins al minut 1,2 el detector fluorimétric treballa
a unes longituds d'ona de 320 nm i 415 nm, minut a partir del
qual es canvia a les longituds d'ona de 367 nm i 435 nm.

2.7. Estudi de verificacié

L'estudi de verificacio esta basat en la Guia per a la
verificacio dels sistemes de mesura de magnituds bioldgiques per
a [acreditacio segons la norma ISO 15189 del Comite
d'Harmonitzacié de I'ICS (11). Dins d'aquest estudi s'avaluen la
imprecisié intraserial (CV\ytra), la imprecisié interdiaria
(CVinter) 1 €l biaix relatiu (5,). Per altra banda, també s'estima
I'error de mesura relatiu (E,,).

2.7.1.Estudi de la imprecisi6 intraserial

Es processen 10 vegades, en una Unica série i en un mateix
dia, els dos materials de control de matriu sanguinia. Es calcula la
imprecisi6 intraserial mitjancant la formula:

s
CVINTRA(%):*INﬂJOO
XINTRA
on CVintrar SINTRa | X nTra SON el coeficient de variacio
intraserial, la desviaci0 estandard intraserial i la mitjana
aritmética intraserial, respectivament.

2.7.2.Estudi de la imprecisio i biaix interdiaris

Es processen 17 vegades, en 17 dies repartits en cinc mesos,
els dos materials de control de matriu sanguinia.
Es calculen la mitjana (x;n7er), la desviacio estandard (Sner) i €l
coeficient de variacié (CV,yrer) per cadascun dels materials de
control mitjangant 1’equacio:

S
CVnrer (%) = =TER-100
XINTER

Es calcula el biaix interdiari (&) relatiu emprant 1’equacio:
8, (%) = M.loo
u

on W és el valor convencional assignat pel fabricant del material
de control per un procediment basat en I'HPLC acoblat a la
fluorimetria.

2.7.3.Estudi de I'error de mesura

S’estima 1’error de mesura relatiu utilitzant dos materials de
control de matriu plasmatica que pertanyen al programa
d'avaluacio externa de la qualitat (PAEQ) RfB-VT de I'Institut de
Referéncia per als Laboratoris Clinics de d'Alemanya (RfB).

Els materials de control es processen, aleatoriament i
conjuntament amb les mostres dels pacients. Es calcula I’error de
mesura relatiu (E;,) mitjangant I’equacio:

E :M.log
" ou
on x és el valor mesurat obtingut i |, el valor convencional.
Com a W, s'empren les medianes dels valors consensuals grupals
dels diferents laboratoris participants al PAEQ que utilitzen la
HPLC-FLR com a principi de mesura.

3. Resultats

En les condicions cromatografiques descrites en aquest estudi,
el temps de retencid per a l'estandard intern, el 5'-fosfat de
piridoxal i el difosfat de tiamina sén 0,52 min, 0,75 min i 1,51
min, respectivament (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma obtingut després de processar una mostra d’un
pacient a una concentracio de 5'-fosfat de piridoxal (Vit. Bg) de 54,2
nmol/L i de 149 nmol/L de difosfat de tiamina (Vit. By). Int. Standard =
estandard intern.

El temps d’analisis (interval que transcorre entre dos
injeccions consecutives) és 4,0 minuts. El temps de processament
per a 15 mostres, incloent el temps necessari per a la seva
preparacio, és 60 min.

Els valors d'imprecisio intraserial, imprecisié interdiaria i
biaix relatiu es mostren a la Taula 2.

El sistema de mesura es considera verificat donat que els
diferents valors d'imprecisié i biaix relatiu obtinguts, per
ambdues magnituds biologiques, son inferiors o iguals a 1,2
vegades els declarats pel fabricant de I'equip de reactius (11)
(CViNtRa=6,0%, CV\Nrer = 7,2 % i 6=+ 12,0 %).

Els E;, son -18,3 % (1 = 4,71 nmol/L) i -9,9 % (u = 89,3
nmol/L) per a la concentracio de difosfat de tiamina y 5,2 % (1 =
48,1 nmol/L) i 9,5 % (1 = 408,6 nmol/L), per a la concentraci6
de 5'-fosfat de piridoxal.

En cap cas, els valors del CV, la & i I'E,, obtinguts superen els
requisits metrologics establerts al nostre laboratori (CV < 15 %,
6<x15%i E, <+ 30 %).
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Magnitud - CVv - Cv
g Control| nNirra XINTRA (OI/’(\‘);RA Ninter|  XiNTER] (OI/ESER (;/S(r))
1 10 53,3 5,5 17 | 54,8 71 -10,0
San—Difosfat de tiamina; c.subst.
[nmol/L] 2 10 208 41 17 | 214 | 52 | -85
1 10 42,9 51 17 | 44,2 6,9 -10,7
San—>5'-Fosfat de piridoxal; c.subst.
[nmol/L] 2 10 101 3,2 17 | 989 | 44 | -84

Taula 2. Valors d'imprecisio intraserial, imprecisio interdiaria i biaix relatiu.

XINTRA, mitjana intraserial; nivtra, NOMbre de materials de control processats en una mateixa série i dia; XINTER, mitjana
interdiaria; ninter, Nombre de materials de control processats en dies diferents.

4. Discussi6 i conclusions

El difosfat de tiamina i el 5'-fosfat de piridoxal s6n dues
vitamines hidrosolubles essencials que participen en nombrosos
processos biologics. Un déficit de les mateixes, pot donar lloc a
diverses malalties. Aquesta situacio fa que s'hagi de controlar
quin és el seu estat nutricional a l'organisme mitjancant el
mesurament de les seves concentracions en diversos liquids
biologics. De tots els sistemes de mesura emprats en I'actualitat,
els basats en la HPLC acoblada a la fluorimetria son el més
ampliament utilitzats.

Per altra banda, quan els sistemes de mesura i reactius son
subministrats integrament per la industria de diagnostic in vitro
cal tenir en compte que aquests productes estan sotmesos a la
directiva 98/79 de la Comissié Europea sobre els productes
sanitaris per al diagnostic in vitro, que estableix que els
fabricants han de validar els sistemes de mesura que fabriquen i
subministren amb la marca "CE" (12). Aquest aspecte és clau a
I'nora d'establir les obligacions del laboratori clinic per garantir,
mitjancant proves objectives, que un sistema de mesura satisfa
els requisits especificats (13). No obstant, en el procés de
transport o instal-lacio es poden produir desviacions respecte de
les condicions en qué el fabricant va fer la validacio del sistema
de mesura, fet que obliga al laboratori clinic a haver de realitzar
un estudi de verificaci6 (11).

El procediment de mesura utilitzat per al mesurament de la
concentracié de substancia de difosfat de tiamina i 5'-fosfat de
piridoxal en la sang esta basat en les recomanacions del fabricant
de I’equip de reactius amb marcat "CE", motiu pel qual ens va
conduir a realitzar un estudi de verificacié enlloc dun de
validacio.

L'estudi de la verificacio ha posat de manifest que el sistema
de mesura Acquity-FLR® presenta imprecisions, biaixos i errors
de mesura acceptables per al nostre laboratori clinic.

En conclusio, tenint en compte les propietats metrologiques
del sistema de mesura avaluat, aquest seria apte per dur a terme el
mesurament simultani de la concentraci6 de difosfat de tiamina i
5'-fosfat de piridoxal en la sang.
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