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PRESENTACION |

LIC. ERNESTO FERNANDO VILLANUEVA

Es muy grato poder presentar seis nuevos libros de la coleccién “Cua-
dernos de investigacion”. La publicacion de estas obras es el resultado de
la maduracion de las lineas de investigacion y las actividades realizadas
en nuestra Universidad en el marco de los proyectos UNA]J Investiga
—para los que se llevan adelante convocatorias de manera ininterrumpi-
da desde el afo 2012-, asi como de los primeros Proyectos de Desarrollo
Tecnolégico y Social (PDTS) financiados por el Consejo Interuniversi-
tario Nacional. Ello ha permitido que distintos grupos de investigacion
hayan tomado para si el desafio de comunicar para la comunidad en
general los avances y resultados obtenidos en las investigaciones que
vienen desarrollando sobre temas de salud, ingenieria, ciencias socia-
les y humanas de especial interés para nuestra regién en particular y
para el pais en general. En este sentido, las nuevas obras publicadas dan
cuenta también de la continuidad de la politica de divulgacién cientifica
que se desarrolla en nuestra Universidad desde el afio 2018.

De esta manera, con la realizacion de la Segunda Convocatoria para
la Publicacién de Obras Inéditas de Divulgacion Cientifica, que per-
miti6 financiar los libros que compartimos, hemos dado un gran paso
en el camino de fortalecimiento y profundizacién de las acciones de
popularizacion de la ciencia y la tecnologia. Fruto de ello, fueron apro-
badas para su publicacion las obras “Redes en territorio. Aportes para
planificar la politica de salud en nuestra region”, “Calidad de Vida en
el Trabajo: Investigaciones en torno al alcance, modalidades, contex-
tos y problemas del bienestar y padecimiento laboral”, “Pedagogia de
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lo invisible: Agrotdxicos, produccion, ambiente y sustentabilidad. Una
experiencia de investigacion-accion para construir los inéditos posi-
bles”, “Malvinas en la Universidad: representaciones, experiencias, me-
morias”, “Aplicaciones biomédicas de la Espectrometria de Masa. Del
electron de Thomson a la metabolémica” y “La innovacion tecnologica
en las pymes industriales argentinas, caracteristicas del sector edlico”.

Lograr contar la ciencia a un publico amplio, a quienes no comparten
nuestro campo de estudio profesional y académico, requiere despojarse
de aquello que damos por sentado para poder compartir con la socie-
dad los conocimientos y experiencias resultantes de nuestras investiga-
ciones mediante textos claros y accesibles, que visibilicen a la ciencia y
la ponga en circulacion y discusion. Es un ejercicio discursivo y reflexi-
vo que debe apelar a la imaginacion y valerse ademds de recursos lite-
rarios que hagan ameno y accesible un conocimiento especifico a veces
muy arido y despojado de encanto para quien no es especialista. Los
autores y las autoras de las obras seleccionadas para su publicacién han
superado con creces este reto y gracias a ello sus trabajos constituyen
un aporte sustantivo a la popularizacion de la ciencia y de la tecnologia
desarrollada en nuestra Universidad.

12  CUADERNOS DE INVESTIGACION



INTRODUCCION |

En este texto proponemos contar de qué trata la tecnologia de la es-
pectrometria de masa, como y por qué estd técnica analitica nacida a
principios del siglo XX ha sido incorporada exitosamente a la investi-
gacion biomédica y a los laboratorios clinicos en las tltimas décadas.
Asimismo, explicamos el uso que le damos en los proyectos de investi-
gacion que estamos desarrollando en el Instituto de Ciencias de la Salud
de la Universidad Nacional Arturo Jauretche (UNAJ), en el Laborato-
rio N° 1 del Centro de Medicina Traslacional (CEMET) del Hospital
El Cruce (HEC).

Debemos reconocer que, a la hora de escribir un texto de divulga-
cion sobre nuestros proyectos de investigacion en el area de la quimica
analitica aplicada en salud humana, nos encontramos con una serie de
dificultades. Una de ellas es el uso de las siglas: utilizaremos muchas a
lo largo de este texto, las cuales seran definidas en su primera aparicion:
todas estas son del idioma inglés, universalmente aceptadas. Pero qui-
zas la mas significativa, es el uso apropiado del lenguaje técnico especi-
fico de la disciplina. Es inevitable en un trabajo de estas caracteristicas
el empleo de lenguaje técnico, pero para facilitar la lectura buscaremos
definir, en las secciones siguientes y de manera simple, la mayoria de los
términos técnicos que iran apareciendo a lo largo de este trabajo. Por
esto, en el primer capitulo presentaremos la mayoria de los conceptos
basicos necesarios para lograr comprender a grandes rasgos qué es lo
que mide un espectrémetro de masa, qué informacion brinda esa me-
dicién, y qué conclusiones pueden derivarse de esa informacion. Tam-
bién haremos una introduccioén al principio de funcionamiento de los
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espectrometros de masa mas empleados en la investigacion biomédica
y la practica clinica.

En el segundo capitulo, describiremos algunos conceptos centra-
les de la bioquimica (mas algunos hitos histéricos de esta disciplina)
esenciales para un mejor entendimiento de nuevas areas de investi-
gacion en biomedicina: las disciplinas dmicas, en particular la me-
tabolomica, en la que estamos involucrados. Asi como la historia es
muy importante para entender cémo una nacién llega a ser lo que es,
la historia de la ciencia (o de una rama de esta) es igualmente impor-
tante para entender que los modernos instrumentos con los que hoy
trabajamos no son objetos deus ex machina, sino que son consecuen-
cia de afos de esforzada, y a veces inspirada, investigacion de miles de
personas. Por esto, un poco de historia de la espectrometria de masa
en el tercer capitulo.

En el cuarto capitulo, nos introduciremos en las aplicaciones de la
espectrometria de masa en la biologia y la salud; para finalmente, en el
quinto capitulo, contar qué es lo que hacemos nosotros con esta herra-
mienta analitica en nuestros proyectos de investigacion en el CEMET.

A lo largo de este trabajo hablaremos, de la manera mas clara po-
sible, de algunas facetas de una rama de la ciencia que es la quimica
bioldgica. En estos tiempos, la ciencia (en particular la bioquimica)
forma parte de la vida de cualquier persona. Solo con mirar un paque-
te de comida envasada, se podran observar términos como “lipidos”,
“hidratos de carbono”, “colesterol”, entre otras. Nos intentaran vender
cremas con coldgeno y acido hialurénico. La gente suele decir: “debo
tener las defensas bajas™; “debe ser algo psicosomatico” “me traicio-
no el inconsciente™; “tomate un ibuprofeno”; “me tengo que vacunar
contra la gripe”, etc. Porque la ciencia forma parte de la sociedad con

profundidades que a veces no se perciben claramente. La ciencia pue-
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de cambiar a la sociedad (y la sociedad puede cambiar la ciencia) de
maneras que a veces no son justamente valoradas. Nos acercaremos
a conceptos mas especificos, y no es un objetivo nuestro el hablar de
epistemologia ni de la relacién de la ciencia con la sociedad. Ejemplo
de estas relaciones y discusiones sobre el tema epistemoldgico en si
mismo hay muchisimas, pero nosotros recomendamos, al que le inte-
rese, la lectura de Klimovsky (2005). Como ejemplo de cuanto puede
cambiar el mundo un hallazgo o postulado cientifico, veamos el caso
de Darwin y su teoria sobre el origen de las especies. Independiente-
mente de nuestra opinién individual al respecto, de si la teoria nos
parece correcta o incorrecta o de cuan profundamente la conocemos;
todos han hablado en algin momento de sus vidas de este tema, todos
saben lo que es una enfermedad hereditaria, y lo que es un proceso de
seleccion natural. El cine ha tomado esto muchas veces como tema,
por ejemplo, la saga de peliculas X-Men, donde sus protagonistas son
mutantes. Muchisimas personas hablan de “genes”, pero: sel publico
general no vinculado a la biologia sabe realmente lo que es un “gen”?
En la seccién siguiente lo explicaremos, y veremos como este término
ha dado origen a una nueva subdisciplina de la biologia y la bioquimica,
la genémica, la primera 6mica. Y el surgimiento de esta nos permitird
entender las otras dos dmicas: la protedmica y la metabolémica. Todo
esto a continuacion.
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CAPITULO 1 |

Conceptos basicos

1.1. Teoria atomico-molecular

La herramienta basica de nuestros proyectos de investigacion es una
herramienta analitica: la espectrometria de masa (EM, por su sigla en
espanol, o MS, por su sigla en inglés). Asi como un médico emplea to-
mografia de rayos X para diagnosticar posibles enfermedades, nosotros
empleamos EM para estudiar la composicion quimica de fluidos bio-
légicos. El instrumento que hace factible estos estudios se denomina
“espectrometro de masa”. Podemos definir la EM como una técnica
analitica que se usa fundamentalmente para obtener el peso molecular
de una sustancia (mas adelante definiremos este concepto), y para iden-
tificar compuestos desconocidos de estructura relativamente simple, ya
que ella nos brinda el espectro de masa del compuesto individual, y
este espectro es una especie de “huella digital”. Esta técnica también
produce piezas de informaciéon muy utiles en la determinacion de la
estructura de moléculas complejas, y también permite cuantificar can-
tidades extremadamente bajas de sustancias conocidas. En estos dias,
existen aplicaciones de esta técnica analitica en practicamente todas las
ramas de las ciencias naturales como, por ejemplo, analisis ambientales,
datacion isotdpica, analisis de gases, analisis de adulteracion de alimen-
tos, analisis forenses, control de sustancias prohibidas en el deporte y,
mas recientemente, numerosas aplicaciones en quimica clinica, como

« z .

asi también en las mencionadas “dmicas”.
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Hemos introducido ya algunas palabras técnicas complejas, corres-
ponden, pues, algunas definiciones de conceptos bésicos, empezando
por nociones de la teoria que explica la naturaleza de la materia: la teoria
atomico-molecular. En la naturaleza y en el laboratorio, podemos en-
contrar sustancias simples y compuestas. Las simples estan constituidas
por un unico tipo de elemento, como por ejemplo el hierro —elemento
principal del nucleo corteza terrestre; también componente central de la
hemoglobina, gracias a la cual llega oxigeno a cada una de nuestras célu-
las—, con el cual se fabrica el acero, el oro de los anillos y el gas helio, que
se usa para inflar globos infantiles. En la composicion de las sustancias
compuestas (0 “compuestos”, para mayor simplicidad), aparecen dos o
mas elementos diferentes, como por ejemplo el agua, que esta formada
por hidrégeno y oxigeno; la sal de mesa, formada por cloro y sodio; y el
azucar (sacarosa), compuesta de hidrégeno, oxigeno y carbono.

La teoria atdmico-molecular explica que las sustancias elementales es-
tan formadas por dtomos de un unico tipo, mientras que las compuestas
estan constituidas por conjuntos de atomos unidos entre si en arreglo par-
ticulares, llamados “moléculas”. Por ejemplo, la famosa y popular molécu-
la del agua esta compuesta por dos dtomos de hidrégeno unidos a uno de
oxigeno: H,O. Esta teorfa también ensefia que en los dtomos de todos los
elementos se encuentran tres particulas fundamentales: proton (particula
con carga positiva), neutrén (particula sin carga) y electrén (particula con
carga negativa). Los dos primeros se ubican en lo que se denomina el “nu-
cleo” del atomo, y los electrones se encuentran por fuera de este. Los pro-
tones y los neutrones son particulas de aproximadamente la misma masa,
mientras que los electrones son mucho mas livianos y pequefios. En con-
secuencia, la mayor parte de la masa de un atomo se ubica en el nicleo. Por
ejemplo, al nucleo del atomo de hidrdgeno le corresponde un 99,95% de
la masa total del atomo, y al electrén ubicado fuera del nucleo tan solo el
0,05 % restante. Obsérvese que ha aparecido otro término técnico: “masa”
(en breve lo definiremos). El nimero de protones de cualquier atomo es
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igual al nimero de electrones, de manera tal que los 4&tomos son neutros,
es decir, no tienen carga. Por ejemplo, el atomo mas simple y liviano es el
de hidrégeno, formado por un protén y un electrén. Otros elementos im-
portantes presentes en todos los compuestos de relevancia bioquimica son
el carbono, el nitrégeno y el oxigeno, cuyos atomos son mas pesados que
el atomo de hidrdgeno, ya que poseen seis, siete y ocho protones e igual
ndmero de neutrones, respectivamente, en su nucleo. Se sigue, entonces,
que cada tipo de atomo esta caracterizado por el nimero de protones en
su nucleo, que es siempre igual al numero de electrones por fuera de él. En
la figura 1 presentamos una vision esquematica de un atomo donde puede
observarse, por un lado, el niicleo que contiene los protones y neutrones, el
cual concentra la mayor parte de la masa del atomo y, por el otro, el resto
del atomo, que es el espacio donde residen los electrones, particulas de
menor masa, en una especie de “nube” (la unidad de distancia “A” equivale
2 0,0000000001 m -en notacidn cientifica, 1 A = 1 x 10 m-, esto permite
apreciar el tamafio mindsculo de un atomo).

Nrtcleo
A A

«— 15A —rl

Figura N.° 1. Vista esquematica de un corte transversal
por el centro de un dtomo.

Fuente: elaboracion propia.
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Los electrones de un atomo ubicados en la “nube”, presentada es-
quematicamente en la figura 1, se ordenan en distintos niveles: los que
ocupan los niveles mas alejados del nicleo son los que pueden formar
enlaces con otros atomos, compartiendo pares de electrones y permi-
tiendo asi la formacion de moléculas.

Al igual que los atomos, las moléculas tampoco tienen carga. Sin em-
bargo, en algunas situaciones, una molécula puede perder un electrén:
en este caso el nimero de cargas positivas en la molécula supera ahora
el nimero de cargas negativas; la molécula se transforma asi en una es-
pecie con carga neta positiva, un ion. En otras circunstancias, una molé-
cula puede capturar un protdn: en este caso la especie formada también
presenta mas cargas positivas que negativas, por lo tanto, también es un
ion (especificamente, un ion con carga positiva se denomina “cation”,
mientras que un ion con carga negativa, “anioén”). Estos iones son las es-
pecies que pueden analizarse y medirse con un espectrometro de masa.

Vayamos a la definicién que habiamos dejado en suspenso, la del con-
cepto de masa. La masa puede definirse como una medida de la canti-
dad de materia de un objeto, o conjunto de objetos, sea este macrosco-
pico (un kilo de pan, por ejemplo) o microscopico (por ejemplo, una
molécula de agua). Suele emplearse el término “peso” como sinénimo
de “masa”, si bien esto no es estrictamente correcto desde un punto de
vista fisico. Asi, los quimicos coloquialmente hablamos del “peso de las
moléculas” sabiendo que estrictamente tendriamos que referirnos a la
masa. Ahora bien, el peso (o la masa) de las moléculas expresadas en
kilogramos (unidad del Sistema Internacional de Unidades) (o submul-
tiplos, como el gramo) es un nimero muy pequefio y complicado para
escribir y emplear en las cuentas habituales de la quimica y la bioquimi-
ca. Por ejemplo, la masa de una molécula de agua es aproximadamente
0,00000000000000000000003 g. Para lidiar con estas dificultades, los
quimicos desarrollaron un sistema de masas atomicas relativas.
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Antes de explicar en qué consiste este sistema, debemos definir otro
término técnico: “is6topo”. Un isétopo es un atomo de un elemento dado
que difiere de otros atomos del mismo elemento en el nimero de neutro-
nes presente en el ntcleo. Por lo tanto, los istopos son atomos del mismo
elemento que tienen masas diferentes. Podemos usar una analogia de la
vida diaria para clarificar el concepto: todas las naranjas son naranjas,
pero no todas pesan lo mismo, hay naranjas grandes (isétopo pesado)
y naranjas chicas (is6topo liviano). Por ejemplo, el hidrégeno tiene dos
isdtopos estables: el hidrégeno-1, que tiene un protén y ningtin neutrén
en el nucleo, y el hidrégeno-2 (también llamado “deuterio”), que tiene un
protén y un neutrén en su nucleo. El deuterio forma parte de lo que se
denomina “agua pesada” (o “agua deuterada”), sustancia usada en gran-
des cantidades como moderadora y refrigerante en centrales nucleares
que utilizan uranio natural como combustible. Generalmente los is6to-
pos mas livianos de un elemento son los méas abundantes. Por ejemplo,
todo el elemento carbono presente en la naturaleza se presenta en forma
de dos isotopos estables, carbono-12 y carbono-13, y uno inestable, car-
bono-14. El carbono-12, atomo que posee seis protones y seis neutrones
en su nucleo, representa un 98,893% del total; el carbono-13, dtomo con
seis protones y siete neutrones en su nucleo, un 1,107%; y el carbono-14,
atomo radiactivo con seis protones y ocho neutrones, esta presente en
cantidades infimas, por debajo de una parte en un millén. El carbono-14
es el isotopo usado en estudios de datacion arqueoldgicos; y el carbono-13
permite, entre otras aplicaciones, verificar la autenticidad de alimentos,
facilitando, por ejemplo, el reconocimiento de miel adulterada con jarabe
de maiz. Asi en realidad cuando nos referimos al atomo de un elemento
estamos haciendo mencion al isétopo mas abundante de ese elemento sin
tener en cuenta los restantes. Por ejemplo, un quimico que menciona un
atomo de carbono se esta refiriendo obligadamente al carbono-12.

Volvemos ahora a la cuestion de la escala de masas atdmicas relati-
vas. Una eleccién logica propuesta en el siglo XIX fue tomar la masa
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del atomo de hidrégeno, el elemento mas liviano de la naturaleza,
como unidad de masa atémica. Sin embargo, por distintos motivos,
la definicién fue cambiando y, al presente, la definicién de la unidad
de masa atomica (u) establecida por la Unién Internacional de Quimi-
ca Pura y Aplicada (IUPAC, por su sigla en inglés) estd dada por la
asignacion de exactamente 12 u al isétopo 12 del carbono. Dicho de
otra manera, una unidad de masa atémica equivale a la duodécima
parte de la masa de un dtomo de carbono-12.! Se sabe ahora que 1 u
= 1,66053873 x 102* g. En esta escala de masas atomicas, el atomo de
hidrégeno tiene una masa aproximada de 1 u, y el oxigeno tiene una
masa de casi 16 u; por lo tanto, la molécula del agua (HZO) tiene una
masa de aproximadamente 18 u. De estos valores puede calcularse que
la masa (o peso) de una molécula liviana como la del agua es de unos
0,00000000000000000000003 g (3 x 10** g en notacion cientifica). Una
molécula de aziicar comun (sacarosa) no es mucho mds pesada, unos
0,0000000000000000000006 g (6 x 10** g), y una molécula comparati-
vamente mucho mas grande como la de hemoglobina (proteina conte-
nida en los globulos rojos de la sangre de los vertebrados que transporta
el oxigeno desde los 6rganos respiratorios hasta los tejidos, y toma el
dioxido de carbono de estos y lo transporta hasta los pulmones para su
expulsion) pesa unos 0,0000000000000000001 (1 x 10" g). Entonces
scomo medir la masa de algo tan liviano como una molécula? No existe
ningun tipo de balanza apropiada para la tarea de “pesar” -determi-
nar la masa de- moléculas. Las balanzas analiticas de uso corriente en
los laboratorios pueden pesar hasta 0,0001 g, y algunas mds precisas
y sensibles llegan a pesar hasta 0,000005 g. Como se observa, unos 13
6rdenes de magnitud por arriba de las moléculas mas pesadas. Aqui es

1 En algunos libros de texto, en vez del propuesto por la IUPAC, todavia pueden
encontrarse otros simbolos para unidad de masa atomica, tales como “uma” o
“Da’”; este tiltimo en homenaje al quimico inglés John Dalton, el padre de la teoria
atémica moderna.
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donde hacen su aparicion las “balanzas moleculares™ asi podriamos
denominar a los espectrometros de masa, aparatos que permiten medir
la masa de moléculas con carga (iones), y a partir de alli, determinar la
masa de la molécula en unidades de masa atémica y, luego mediante un
calculo simple como el presentado arriba, su masa en gramos.

1.2. Componentes de un espectrometro de masa

Fred McLafferty y FrantiSek Turecek (1993) escribieron con buen hu-
mor que William Shakespeare merece ser mencionado como un visio-
nario de la EM por sus palabras en Hamlet: “Contempla este ejército de
tal masa y carga”. Mas alla de la humorada, el comentario es pertinente,
ya que la condicion sine qua non para practicar el arte de la EM es la
conversion de las moléculas neutras de un compuesto en sus correspon-
dientes iones, es decir, las moléculas deben cargarse eléctricamente. Los
instrumentos de EM (espectrometros de masa) analizan estas moléculas
con carga eléctrica (iones) en fase gaseosa mediante la determinacion de
su relacion masa/carga (m/z). Entonces, si la molécula presenta una car-
ga simple (z = 1), el cociente m/z equivale a la masa molecular (peso mo-
lecular) del compuesto estudiado, pieza de informacién imprescindible
en el proceso de asignacion de la identidad de una especie desconocida.

La EM involucra una reacciéon quimica en fase gaseosa, por esto, la
muestra que se investiga no es recuperable; sin embargo, se requiere
una cantidad infima de la muestra para el analisis. Otra faceta venta-
josa de esta técnica reside en su capacidad de resolucion, es decir, en la
habilidad de discernir una masa molecular de otra. Cuanto mayor es la
resolucion del instrumento, mayor es la exactitud en la determinacién
de la masa y, por ende, mayor es la habilidad para evitar interferen-
cias de compuestos con masa similar que puedan estar presentes en la
muestra, y mayor es la probabilidad de encontrar la estructura correcta
de un compuesto desconocido.
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Existen numerosas configuraciones de espectrometros de masa dis-
ponibles, todas ellas organizadas en tres segmentos principales:

1. Generacidén de iones.

2. Separacion de los iones en un analizador de masas segun la
relacién masa/carga de los iones.

3. Deteccion de los iones (figura 2).

Los datos registrados en el detector son procesados y presentados en
forma de un grafico -el espectro de masa- que, como puede observar-
se en la figura 2, muestra la abundancia de los iones (eje y) en funcién
de sus valores de m/z (eje x). Dependiendo del modo especifico de io-
nizacidn, la etapa de ionizacidon puede realizarse a presion atmosférica
0 a baja presion. Sin embargo, las etapas de analisis de masa y de de-
teccion de iones ocurren siempre en ambientes evacuados (presiones
por debajo de las 0,00000001 atmdsferas) para permitir que los iones
generados en la fuente alcancen inalterados el detector. Para esto, el
nimero de moléculas de nitrégeno y de oxigeno del aire debe ser muy
baja dentro del analizador, lo que implica retirar todo el aire posible
de su interior. Estas presiones muy bajas (o “alto vacio,” como se de-
nominan en la jerga de la EM) se consiguen con el uso combinado de
dos bombas: una bomba mecénica, que brinda presiones del orden de
0,0001 atmdsferas, situacion a partir de la cual arranca la bomba de
“alto vacio” conectada a la mecanica. Este segundo tipo de bombas,
difusoras o turbomoleculares, cuando alcanza su régimen operativo
optimo consigue las presiones adecuadas para el funcionamiento nor-
mal del espectrometro de masa.
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Figura N.° 2. Diagrama esquematico de un espectrometro de masa.

Fuente: elaboracién propia.

A las etapas indicadas en la figura 2 debe agregarse una etapa de in-
troduccion de la muestra en la fuente de iones. En instrumentos espe-
ciales, y en muy pocos casos, la muestra a analizar se introduce en la
fuente de iones como un compuesto puro. Es mucho mas frecuente el
analisis de mezclas de complejidad variable que se introducen en li-
nea, inyectandolas en un sistema de separaciéon cromatografica —con
un cromatdgrafo de gases (CG) o de liquidos (CL), dependiendo del tipo
de fuente de ionizacion— que separa en el tiempo los componentes de
la mezcla, lo que permite asi su ingreso al espectrometro de masa de
manera secuencial.

Unas palabras acerca de los métodos cromatograficos. Podemos defi-
nir la “cromatografia” como una técnica de separacion de componentes
de una mezcla basada en la distribucién de estos entre una fase estacio-
naria, la cual se encuentra contenida en una columna, y una fase moévil;
esta tltima fluye a través de la fase estacionaria. El nombre de la técnica
(del griego chroma, “color” y graphos, “escribir”) nos hace pensar en
colores. Entonces ;sirve esta técnica para separar compuestos colorea-
dos solamente? No, la cromatografia es apropiada para separar todo
tipo de compuestos, coloreados e incoloros. El nombre “cromatografia”
fue acunado por el botanico ruso Mikhail Tsweet, quien, en 1906, co-
loco un extracto de pigmentos vegetales en una columna de vidrio
rellena con carbonato de calcio (un material muy parecido a la tiza),

APLICACIONES BIOMEDICAS DE LA ESPECTROMETRIA DE MASA 25



posicionada verticalmente, por la que hizo pasar el liquido éter etilico
(un solvente muy comun en los laboratorios de quimica orgénica). A
medida que el liquido bajaba por la columna, Tsweet observé que la
mezcla original se separaba en diversas bandas coloridas, que él asigné
a ciertos compuestos presentes en el extracto vegetal, por ejemplo: ana-
ranjada, para los carotenos; distintos tonos de verde, para las clorofilas
Ay B; y amarillo, para la luteina. La columna cromatografica esquema-
tica mostrada en la Figura 3 es una representacion certera de los pri-
meros experimentos de Tsweet. Podemos ver en la misma figura que el
flujo de fase movil transporta los componentes de la mezcla, inyectada
al inicio de la columna, hacia la salida de la columna. En el trayecto a
través de la columna, los componentes de la mezcla, arrastrados por la
fase movil, que es un liquido o un gas segun la técnica, son retenidos
por la fase estacionaria; es decir la fase que permanece fija en el interior
de la columna. Los tiempos de retencion de cada compuesto particular
son diversos, dependen de su naturaleza quimica y de la composicién
quimica de la fase estacionaria. De aca se sigue que la separacion de los
componentes de la mezcla es una consecuencia de esta retencion dife-
rencial por parte de la fase estacionaria, lo cual se traduce en distintos
tiempos de viaje de los diversos compuestos a lo largo de la columna
cromatografica (si un compuesto es muy retenido por la fase estacio-
naria, llevard mas tiempo en recorrerla y salir por el otro extremo). Por
esto, cada compuesto de la mezcla tendrd, en una determinada fase es-
tacionaria y con una cierta fase moévil, su propio tiempo de retencion;
parametro que se define como el tiempo transcurrido entre la inyeccién
de la muestra y el registro del compuesto en el detector ubicado a la
salida de la columna.
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Figura N.° 3. Columnas de cromatografia.

Fuente: a) Wikimedia Commons b) y ¢) Agilent (con permiso).

Existen dos tipos principales de técnicas cromatograficas anali-
ticas: la cromatografia de gases (CG, conocida en inglés como Gas
Chromatography —GC-) y la cromatografia de liquidos de alta reso-
lucién (CLAR, conocida en inglés como High Performance Liquid
Chromatography —HPLC-). En la figura 3 presentamos imagenes de
columnas cromatograficas de ambos tipos. Las columnas de GC son
columnas llamadas “capilares” (por su muy pequefio diametro de aper-
tura, del orden de un cuarto de milimetro) de unos 25 o 50 m de largo.
Podemos ver, en la figura 3, que esos 25 m de la columna capilar estan
enrollados en un soporte metalico. Esto es posible porque el material
constitutivo de los capilares, de naturaleza vitrea quebradiza, estd recu-
bierto de un plastico flexible. Estas columnas capilares contienen en su
interior una muy fina capa (décimas de micrémetros) de una sustancia
polimérica, ligada quimicamente al interior del capilar, que interactua
selectivamente con los componentes de la mezcla al permitir la separa-
cion progresiva de estos a medida que el gas de transporte (nitrégeno,
hidrégeno o helio) fluye por la columna.
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Por otro lado, las columnas de HPLC contienen un cartucho plastico
relleno de particulas de unos 5 micrones (um) de didmetro de la fase
estacionaria (usualmente la silica® o silica modificada quimicamente).
Este cartucho estd contenido en un cilindro de acero inoxidable o alu-
minio, usualmente de 25, 15 0 10 cm de largo, como puede verse en la
figura 3b. Por estas columnas fluye la fase movil liquida, que, en las
aplicaciones mas comunes, es una mezcla de agua y metanol, mezcla
completamente homogénea (el metanol es un alcohol sencillo y barato,
muy comun en los laboratorios, pero también es un compuesto téxico

que puede provocar ceguera y muerte si es ingerido).

El material de relleno contenido en una columna de HPLC esta muy
comprimido, ya que las particulas constitutivas son muy pequefas. Por
esta razon, los instrumentos de HPLC estan provistos de bombas de
pistén que succionan la fase movil de un recipiente y la empujan a tra-
vés de la columna; de otra manera no habria flujo posible. En 2004 apa-
recié una variante de la HPLC llamada Ultra High Performance Liquid
Chromatography (UHPLC), en nuestro idioma serfa cromatografia li-
quida de ultrarresoluciéon (CLUR), que emplea columnas donde el ma-
terial de relleno son particulas de didmetro inferior a los 2 um. Estas
columnas solamente pueden usarse con los equipos de UHPLC porque
solo estos pueden llegar a las muy altas presiones necesarias para hacer
fluir la fase movil, valores de presién que un equipo convencional de
HPLC no alcanza .

Hablamos de cromatografia analitica para diferenciarla de las téc-
nicas cromatograficas preparativas, comunes en cromatografia de li-
quidos. En estas el objetivo es la purificacién de una cierta masa de

2 La silica es un material compuesto de los elementos silicio y oxigeno, y es el
componente principal de los granos de arena.
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un compuesto (miligramos o gramos, de acuerdo a la escala) y su re-
cuperacion para trabajos ulteriores. Cuando decimos “cromatogra-
fia analitica”, nos estamos refiriendo a las técnicas cuyo objetivo es la
determinacion del nimero de compuestos presentes en una mezcla, y
la cuantificacién de cada uno de ellos. En estos casos no nos interesa
recuperar los componentes de la mezcla, tan solo su deteccion. Para
esto se utilizan diversos detectores que responden a alguna propiedad
de los compuestos separados, y de esta manera generan una sefial que
es proporcional a la cantidad del compuesto. En GC, el detector mds
comun es el de ionizacion de llama (en inglés, Flame Ionization Detec-
tor —FID—- ), donde los compuestos se queman y generan una corriente
eléctrica medible. Por su parte, en HPLC, el detector mas popular es
un equipo que mide la radiacion en la porcion ultravioleta y visible del
espectro electromagnético (UV/Vis) emitida por una lampara. Esta ra-
diacion puede ser absorbida por los compuestos, absorcion que depen-
de de su estructura quimica, y que, a la vez, es proporcional a la masa
de cada uno de ellos.’

Ahora bien, en lugar de un equipo de UV/Vis, cuando a la salida del
sistema de cromatografia se adosa un espectrometro de masa como de-
tector, tenemos instrumentos mucho mas potentes, ya que estos detec-
tores nos posibilitan cuantificar las componentes de las muestras con
mucha mayor sensibilidad, y adicionalmente nos brindan el espectro
de masa de cada uno de ellos. Por ende, podemos también identificar
las correspondientes estructuras quimicas o, al menos, aproximarnos a
esa identificacidn. Entonces, cuando el detector del sistema de croma-
tografia analitica es algun tipo de espectrometro de masa, hablamos de

3 Una acotacién al margen: el espectro electromagnético es muy amplio; no solo
incluye la radiacion ultravioleta y visible, sino muchos otros tipos de radiacion
como por ejemplo los rayos X, la radiacién de microondas, y las ondas de radio y
television.
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“métodos acoplados cromatografia-espectrometria de masa”. Se tienen
asi instrumentos de cromatografia de gases-espectrometria de masa
(CG-EM, o GC-MS por su sigla en inglés) y de cromatografia de li-
quidos-espectrometria de masa (CL-EM, o HPLC-MS por su sigla en
inglés y, mas recientemente, CLUR-EM, o UHPLC-MS por su sigla en
inglés). La mayor complejidad de estos instrumentos reside en el es-
pectrometro de masa, de hecho, es usual que en este tipo de equipos el
costo del cromatografo sea solo un 15% del costo total.

Para responder las tres preguntas fundamentales: ;como se generan
los iones?, ;como se analizan?, ;como se detectan?, volvamos ahora a
los componentes de un espectrometro de masa. Las fuentes de iones
mas empleadas en aplicaciones clinicas de la EM son las indicadas en
la figura 2:

« la ionizacién (o el impacto) electronico (en inglés, Electron
Ionization —EI-),

« laionizacion por electroespray (en inglés, Electrospray Ioniza-
tion —ESI-)

« la ionizacion por desorcion laser asistida por la matriz (en in-
glés, Matrix Assisted Laser Desorption Ionization -MALDI-).

Por su parte, los analizadores mas frecuentemente encontrados en
los espectrémetros de masa usados en los laboratorios clinicos son los
cuadrupolos, los triple cuadrupolos, los sectores magnéticos, las tram-
pas de iones de diversa indole y los analizadores de tiempo de vuelo (en
inglés, Time of Fligth -TOF-) . Los detectores comiinmente usados son
las copas de Faraday, los electromultiplicadores de dinodos discretos
o continuos, y las placas multicanal (en inglés, Multiple Channel Plate
—MCP-). Una descripcion detallada del principio de funcionamiento
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de fuentes, analizadores, detectores y bombas de vacio corresponde a
un curso de quimica analitica instrumental de cuarto ano de una ca-
rrera de Quimica o Bioquimica, por lo cual estd mas alla de los alcances
de esta resefa. Sin embargo, desarrollaremos a continuacién una breve
descripcion del funcionamiento de alguno de estos componentes para
una mejor comprension de las aplicaciones clinicas generales y de las
aplicaciones usadas por este equipo de investigacion.

Fuentes de iones

Presentamos en la figura 4 una representacion esquematica de una
fuente de ionizacidn electrénica (EI). Estas fuentes son cubos o cilin-
dros, de unos 50 cm’ de volumen, mantenidos a muy baja presién y a
temperaturas superiores a 150 °C, donde se introduce el compuesto
a analizar en estado gaseoso. Las moléculas del compuesto son “im-
pactadas” por un haz de electrones emitidos por el filamento, y en ese
proceso se desprenden electrones de las moléculas, lo cual genera los
iones con cargas positivas del compuesto. Estos iones son luego ex-
pulsados de la fuente mediante la aplicacion de un voltaje positivo del
orden de los 5 voltios (V) en el repulsor de iones y, de esta manera, los
iones llegan a la rendija de salida de la fuente y de alli siguen viaje hacia
el analizador del espectrometro. Este tipo de fuente es la 6ptima para
compuestos volatiles, de peso molecular inferior a 600 u, y, por lo tan-
to, puede acoplarse con mucha facilidad a un equipo de cromatografia
de gases, que es el que permite el ingreso de la muestra a la fuente.
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Figura N.° 4. Fuente de ionizacion electronica (El).

Fuente: Thilini Ukwaththage (adaptada con permiso), CC BY-SA 4.0
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia Commons.

En la figura 5 mostramos un esquema de una fuente de ionizacién
MALDI y una fotografia de una placa soporte para la ubicacion de las
muestras a analizar. Para este tipo de analisis, el analito (por definicion,
el compuesto que se desea estudiar) se mezcla con una sustancia liquida
(la matriz) capaz de absorber la energia del laser. La mezcla colocada
en los pocillos de la placa soporte es luego irradiada por un pulso laser
cuya duracién es del orden de los nanosegundos (0,000000001 s). Esa
irradiacion provoca una serie compleja de fendmenos que termina con
la expulsion de moléculas cargadas del analito y de la matriz hacia la
fase gaseosa. Como la placa soporte esta conectada a un voltaje positivo
del orden de los 20.000 V, los iones positivos son expulsados hacia la
grilla de extraccién conectada a tierra (0 V) y de alli hacia el TOF. Todo
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este proceso se realiza en un ambiente evacuado, pero a temperatura
ambiente -diferencia significativa con el método de EI-, esta es una de
las razones por las que las moléculas grandes y termolabiles (como las
proteinas, entre otras) pueden ser ionizadas por MALDI.

| Analizador TOF | Grilla de
1 [ / extraccion (0 V)
- NN EEEEEEEEE.
lonesen * t, - —
fase gaseosa * , . .
Tonizacion por
+
-~ T transferencia
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=" . b) Placa soporte para 96 muestras
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a) Esquema general

Figura N.° 5. Fuente de ionizacion MALDI.

Fuente: a) Adaptado de Keministi, CC BY-SA 4.0 <https://creativecommons.org/
licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia Commons. b) Spicy, CC BY-SA 4.0 <https://
creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia Commons.

En la figura 6 presentamos esquematicamente una fuente de ioniza-
cién ESI, junto a una fotografia de este tipo de fuente. Esta fuente consiste
en un electrodo metalico, por donde fluye la solucién proveniente de un
sistema de cromatografia de liquidos impulsada adicionalmente por una
corriente de gas nitroégeno, enfrentado a un contraelectrodo (que puede
estar a 90° como se muestra en la figura 6b). Entre ambos, electrodo y
contraelectrodo, se establece una diferencia de potencial del orden de los
4.000 V, generandose, de esta manera, un espray cargado eléctricamente.
Una corriente transversal adicional de nitrégeno y una temperatura su-
perior a 200 °C ayudan a reducir el tamafo de las gotas de ese espray al
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punto de que, llegado a un cierto tamano de la gota, las cargas positivas
en su superficie repelen al analito desde el liquido hacia la fase gaseosa
(como se describe en el circulo de la figura 6), proceso conocido como
“evaporacion idnica”. Los iones asi generados son impulsados a continua-
cion por la diferencia de voltaje hacia el interior del analizador. Como
puede observarse, en este caso, a diferencia de las dos fuentes anteriores,
el proceso de ionizacion ocurre a presion atmosférica.
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2 @ Liquido & Entrada al
analizador
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N 90054 @@ an
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Figura N.° 6. Fuente de ionizacion por electrospray (ESI).

Fuente: a) elaboracion propia. b) Robert White, CC BY-SA 3.0
<https.//creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0>, via Wikimedia Commons.

Analizadores

Uno de los analizadores mds frecuentemente encontrados en los es-
pectrémetros de masa modernos es el cuadrupolo. Fisicamente un cua-
drupolo consiste en un conjunto de cuatro electrodos, varillas metalicas
de unos 15 cm de largo, idealmente de seccion cruzada hiperbdlica, que
estan exactamente posicionados en un arreglo radial (la forma hiper-
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bdlica de estos electrodos semeja un circulo perfecto que hubiera sido
“aplastado” un poco). Por razones practicas y econdmicas, la mayoria de
los cuadrupolos estan armados con electrodos de seccion cruzada circu-
lar (figura 7). El funcionamiento de un cuadrupolo se muestra esquema-
ticamente en la figura 8. Las varillas cilindricas estan conectadas a una
combinacién de voltajes de corriente continua (U) y corriente alterna (V
coswt); dos, a positivo y dos, a negativo.* Esta combinacion de voltajes
genera un campo eléctrico oscilante en el interior del cuadrupolo que
afecta el movimiento de los iones en su interior. Para una dada relacién
de los voltajes U y V solo los iones de un rango estrecho de valores de
m/z tendran una trayectoria estable, con oscilaciones tan pequefas que
no llegaran a golpear las paredes del cuadrupolo, y podran salir y llegar
al detector. Los demas iones presentan una trayectoria inestable y ter-
minan chocando con las paredes de las varillas, por lo tanto, no llegan
al detector. Para poder hacer un barrido de todo un rango de valores de
m/z, y de esta manera poder registrar un espectro de masa completo, se
van subiendo los voltajes manteniendo constante la relacion entre ellos.
De esta manera, los valores de m/z de cada ion se calculan conociendo
los valores de U y V que permiten que el ion alcance el detector. Estos
barridos de voltaje se pueden hacer de manera muy répida, de manera
tal que los modernos cuadrupolos realizan ciclos de barrido, es decir,
registros de un espectro de masa completo en el orden de 1 a 500 m/z,
por ejemplo, de unos 50 espectros por segundo. Una limitacién de los
cuadrupolos es la baja resolucion. Hablamos de “resolucion unitaria” en
el caso de los cuadrupolos, es decir que estos tienen la capacidad de re-
solver valores de m/z contiguos, por ejemplo, pueden discernir un ion
de m/z 200 de otro de m/z 201. Pero no mas alla, es decir, no permiten la
determinacidon de masas exactas, masas hasta el cuarto decimal.

4 La corriente continua es el tipo de corriente eléctrica generado por una pila, mientras
quelacorriente alterna es el tipo de corriente existente en las instalaciones domiciliarias.
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Figura N.° 7. Cuadrupolo de seccion cilindrica.

Fuente: “The Mass Spectrometry Museum”
(https.//www.ms-museum.org). Cortesia del Dr. Josef Cavcka.

Como un ejemplo mas de como la ciencia bésica es el soporte im-
prescindible de toda innovacién tecnoldgica, es interesante que men-
cionemos que la descripcion rigurosa del movimiento de los iones
dentro de un cuadrupolo y, por lo tanto, la optimizacién de todos sus
parametros operativos, se consigue resolviendo la ecuacion diferen-
cial de Mathieu, ecuacion introducida en la segunda mitad del siglo
XIX por el matematico francés Emile Mathieu en su trabajo sobre
los modos vibracionales de una membrana estirada que presenta un
contorno eliptico (Miller y Bonner Denton, 1986). Es decir, Mathieu
describié matemdticamente cémo vibra la membrana de un tambor,
por ejemplo, cuando es golpeado con un palo o una mano en la ejecu-
cién de una pieza musical. Un siglo después aparecié una aplicacion
practica para aquella curiosidad tedrica.

Otros analizadores que guardan relacién con los cuadrupolos son
las trampas de iones. Existen diversas variantes de estas, tales como
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la trampa cubica, la trampa lineal y la trampa-C. No explicaremos el
funcionamiento de cada una, nos basta con mencionar que la trampa-C
estd intimamente ligada al funcionamiento del Orbitrap, analizador
que si describiremos mads adelante.

- (U + Vcoswt)

l
.

Detector

+ (U + Vcosmt) «— Ficiite

Ion con trayectoria estable

Ion con trayectoria inestable

Figura N.° 8. Funcionamiento de un cuadrupolo.

Fuente: adaptado de Elisemarion 15:57, June 2007 (UTC), CC BY-SA 3.0
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0>, via Wikimedia Commons.

El analizador de TOF es otro analizador significativo encontrado
en instrumentos dedicados a aplicaciones clinicas y biomédicas. Un
esquema de un TOF se describe en la figura 9, junto con una fuente
de ionizacion MALDI asociada al TOF. Esta es la configuraciéon mas
comun para un analizador de estas caracteristicas, es decir, una con-
figuracién que se denomina “MALDI-TOF”; aunque también suele
encontrarse un analizador TOF en equipos con fuentes de ionizacién
electronica. El principio de funcionamiento de este analizador es muy
simple, ya que en el interior del tubo de vuelo no se aplica ningtin
campo eléctrico ni magnético; los iones que ingresan al tubo vuelan
hacia el detector empujados por un voltaje de aceleracion aplicado en
la fuente. Entonces, como todos los iones reciben el mismo empuje,
los iones van llegando al detector en orden creciente de masa, es decir,

los iones mas livianos llegan primero, los mas pesados, mas tarde; una
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verdadera carrera de iones donde siempre gana el mas liviano. Enton-
ces, registrando el tiempo de llegada al detector de los distintos iones,
se tiene la informacion de sus masas (los tiempos de vuelos estan en
el orden de los microsegundos: 0,000001 s). Existen versiones mas
complejas de este analizador que incorporan un reflector de iones,
0 espejo idnico, que tiene la funcién de aumentar el recorrido de los
iones en su camino al detector y, por lo tanto, de mejorar la resolucion
provista por un TOF.

Laser

Tubo de vuelo y region de deriva
para medir el tiempo de vuelo

) I

Fuente
de iones

Detector
Pulso de aceleracion

Figura N.° 9. Analizador de tiempo de vuelo (TOF).

Fuente: elaboracién propia.

Por su parte, el tnico analizador inventado en este siglo es el Orbi-
trap. Este es un pequeio dispositivo compuesto por un electrodo cen-
tral en forma de huso de unos 4 cm de largo, rodeado por el electrodo
externo dividido en dos, cuya forma semeja a un barril de 3 cm de
didmetro interno maximo. En la figura 10 puede observarse una fo-
tografia de un analizador de este tipo, del cual se removié una mitad
del electrodo externo, colocado al lado de una moneda de 1 euro para
una mejor percepcion de las dimensiones del dispositivo. Los iones
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ingresan al Orbitrap inyectados desde un dispositivo conocido como
trampa-C en pulsos del orden de los microsegundos. Al momento de
la inyeccion se establece, entre el electrodo externo y el central, una
rampa de voltaje entre 0 y -5.000 V de unos 100 milisegundos (ms)
de duracion (el lector debe tener en cuenta que todo lo que ocurre
dentro de un espectrometro de masa sucede muy, muy rapido). En
ese lapso tan breve los iones quedan atrapados en forma de anillos
que oscilan a lo largo del electrodo central con una frecuencia de os-
cilacién caracteristica de cada valor de m/z. Esta oscilacion genera en
el electrodo externo una corriente imagen que decae con el tiempo.
Esta corriente es la sefial cruda inicial que es luego tratada matema-
ticamente mediante una operaciéon denominada “transformacion de
Fourier”. Esta operacién matematica, incorporada al sistema de datos
del instrumento, permite establecer la frecuencia de oscilacion de los
iones y con este valor se calcula luego la relacién m/z. Complicado,
sno? Si; quizas el Orbitrap sea uno de los analizadores mas dificiles
de entender. Resulta interesante mencionar que la transformacién de
Fourier es una operaciéon matematica muy utilizada en otras ramas
de los analisis instrumentales tales como la resonancia magnética nu-
clear aplicada a la resolucion de problemas estructurales propios de la
quimica organica, como asi también en la obtencién de imagenes de
tejidos por resonancia magnética, las que actualmente son una pieza
esencial del diagnostico médico.
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de iones

Analizador
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Rampa de voltaje
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Amplificador  Sefial detectada

v

Figura N.° 10a. Fotografia de un Orbitrap. ~ Figura N.° 10b. Principio de funcionamiento.

Fuente: a) y b) ©Thermo Fisher (con permiso).

El Orbitrap es el ejemplo mas reciente de un analizador que funcio-
na en tandem, es decir, asociado a otros analizadores. Los primeros
analizadores en tdndem que aparecieron en el mercado fueron los co-
munmente denominados “triple cuadrupolos”, sistemas que consisten
en un primer cuadrupolo analizador seguido de una camara de coli-
sion (la cual suele ser una hexapolo) y luego un segundo cuadrupolo
analizador. Estos triple cuadrupolos (denominados QqQ, donde “Q”
designa los cuadrupolos analizadores y “q”, la camara de colision) per-
miten realizar diversos experimentos de EM en tdndem,’ tales como
el monitoreo de reacciones multiples (MRM), el tipo de experimento
mandatorio para los analisis de trazas, es decir, analisis de compuestos
que se encuentran en muy baja concentracion en una matriz determi-
nada, concentracion del orden de los microgramos por litro o menores.

5 También llamados “experimentos de masa/masa” -EM/EM, o MS/MS por su sigla
en inglés-.
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De hecho, los triple cuadrupolos son los instrumentos de eleccion para
detectar y cuantificar cantidades muy pequefas de compuestos. Otros
equipos que funcionan en taindem son los hibridos Q-TOF, donde el
cuadrupolo analizador Q es seguido de una camara de colision, y esta,
a su vez, de un analizador de TOF. Debido a la elevada resolucién de los
analizadores TOF, estos instrumentos permiten la determinacion de las
masas exactas de los iones, productos generados en la camara de coli-
sion intermedia, que facilitan de esta manera la elucidacion estructural
de estos iones y, en ultima instancia, la elucidacion de la estructura de
la molécula de la cual provienen.

Detectores

Los detectores comtiinmente usados en los espectrometros de masa
son multiplicadores de electrones, sistemas que transforman la carga
eléctrica portada por los iones, previamente separados por el analiza-
dor, en electrones. Estos multiplicadores de electrones pueden ser de
dinodos® discretos o continuos en los instrumentos que tienen un cua-
drupolo, triple cuadrupolo o trampa de iones como analizador. Cada
dinodo se mantiene a un potencial mayor al anterior, de manera tal
que, los electrones generados en el primer dinodo son dirigidos hacia
el segundo, luego al tercero, y asi siguiendo hasta la salida donde se
encuentra el sistema de registro electronico de la sefial amplificada. Los
electrones en el interior del detector son multiplicados geométricamen-
te, es decir, por cada electron que impacta la superficie de un dinodo se
generan dos electrones. Estos dos impactan sobre un segundo dinodo
generando cuatro, cuatro generan ocho, ocho dieciséis, dieciséis treinta
y dos, y asi siguiendo. Por esto, estos dispositivos son muy eficientes,
las sefiales registradas estain amplificadas en el orden de 10°. Cuando

6 Seentiende por dinodo a los elementos constituidos por vidrio dopado con plomo.
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el analizador del espectrometro es un TOF, el detector usual es una
placa multicanal. Esta placa, generalmente de niquel-cromo, de 2 mm
de espesor, presenta un arreglo regular de tubos diminutos (los micro-
canales, de unos 10 um de didmetro) que atraviesan la placa de lado a
lado, paralelos entre si. Por aplicacion de un campo eléctrico intenso a
través de la placa, cada microcanal individual se convierte en un multi-
plicador de electrones de dinodos continuos. Para mayor informacion,
en la figura 10 presentamos esquemas y fotos de detectores de dinodos
continuos y de placa multicanal.

Multiplicador de electrones Placa
de dinodos continuos: A multicanal:

Superficie

-2.000V 9
conductiva
@—
@—»

Cascada de
electrones

<— Entrada de iones

E}ecttodo de
niquel-cromo

A tierra (0 V)
Salida de electrones
Figura N.° 11. Multiplicadores de electrones.

Fuente: elaboracién propia.
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CAPITULO 2 |

Todo lo que usted quiso preguntar
sobre las dmicas y nadie se atrevid
a responderle

Hemos explicado en el capitulo 1 lo que es un atomo y lo que es una
molécula; ahora estamos en condiciones de explicar algo mucho mas
complejo: qué es un gen. Hasta cierto punto, se puede tener una idea
de un gen partiendo solamente del conocimiento de que nuestro cuer-
po esta formado por células, y que cada una de casi todas esas células
posee un nucleo en su interior, perfectamente delimitado y posible de
ser visto con la ayuda de un simple microscopio. Dentro de ese nucleo
se encuentra el dcido desoxirribonucleico (ADN). El ADN es un com-
puesto cuya descripcion molecular corresponde a una molécula extre-
madamente larga (hablamos de cerca de 1 m, para un compuesto qui-
mico esto es una longitud verdaderamente enorme). Dentro del nucleo
celular, el ADN no es una tnica molécula con cualquier disposicion
espacial, sino que se halla dividida en veintitrés cromosomas compleja-
mente organizados. Ademas, todos los cromosomas se encuentran du-
plicados, lo que hace un total de 46 cromosomas presentes en el ntcleo.
Resulta fascinante lo que esta molécula contiene: nada mas ni nada
menos que informacién. En cada nucleo estd la informacién comple-
ta para eventualmente generar otro individuo fisicamente idéntico, un
proceso llamado “clonacién”. Quimicamente, el ADN es un polimero,
es decir, una larga molécula formada por las mismas cuatro estructuras
quimicas, conocidas como “nucledtidos”. Esta se puede comparar con
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una cadena, cuyos eslabones son las bases nucleotidicas, que se llaman
“adenina” (A), “timina” (T), “citosina” (C) y “guanina” (G). Asi como el
espafol escrito presenta una sucesion de veintisiete letras, en el ADN,
el lenguaje que contiene informacion esta constituido por la sucesion de
estas cuatro bases. Si, la diferencia entre dos personas, desde el punto de
vista genético, serd, especificamente, cdmo esta ordenado en cada caso
el ADN, esta larga cadena de bases nucleotidicas. Pareciera no haber
nada de misterioso: un libro trata sobre historia argentina y el otro es
una novela policial, pero los dos estan formados por las mismas veinti-
siete letras separadas por espacios. Pero para darnos cuenta un poco de
las dimensiones de este lenguaje contenido en el ADN, baste el siguien-
te ejemplo: en este momento, usted ha leido cerca de 2.600 palabras,
mientras que la informacién contenida en el ADN corresponderia a un
total de 23.000 libros (Sagan, 1977), algo que la vida no nos permite leer
por ser muy breve.

Ahora bien; la pregunta habia sido ;qué es un gen? Y hasta ahora no
hemos hablado de ellos. Asi como el lenguaje puede ser leido y cada
palabra tiene un significado, el ADN también es leido. Partiendo de
esa lectura, se genera un acido emparentado, el acido ribonucleico
(ARN) vy, a partir de este, compuestos de importancia crucial para la
vida, conocidos como “proteinas” (las cuales son también sustancias
poliméricas, en este caso, los eslabones de sus cadenas se denominan
“aminodacidos”). Es decir que el ADN no es otra cosa que el lenguaje que
dicta las instrucciones para que, en ultima instancia, las proteinas sean
sintetizadas. La reduccion que estamos haciendo del tema es enorme;
detras de cada concepto hay mucho para profundizar, pero que escapa
por completo a los alcances de este texto de divulgacion. Sin embargo,
podemos continuar con la analogia del lenguaje un poco mas, ya que
el lenguaje escrito no es solamente una secuencia de letras, sino que
estd estructurado en palabras; para ello utilizamos espacios: para dife-
renciar una palabra de otra. En el ADN esta la informacién para sin-
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tetizar miles de proteinas, y a cada porcion que sintetiza una proteina
se la conoce como “gen”. Entonces, cada gen es una palabra (secuencia
de nucledtidos), que tiene un significado particular (la estructura de
una proteina). Esta idea un gen implica una proteina no es exactamente
cierta, pero basta para los objetivos de este texto. El término “gen” fue
acufiado por primera vez por el botanico Wilhelm Johannsen en 1909
(Anker, 1932), a partir de lo que Mendel habia llamado “factor”. Este ul-
timo lo llamé “factor genético” por el griego “generar”. En el momento
en que Johannsen comienza a hablar de genes, se tenia mucho menos
idea de lo que podia significar de lo que cualquier persona de hoy en dia
puede tener. Es recién a mediados del siglo XX cuando se establecen la
estructura y el funcionamiento del ADN (Watson y Crick, 1953).

Ahora que tenemos cierta idea de lo que es un gen, podriamos hacer-
nos otra pregunta ;se puede conocer la secuencia de un gen? La respues-
ta es si: la primera vez que se logré fue en 1973; y en 1975, fueron Sanger
y Coulson quienes desarrollaron un método, que continua utilizandose
hasta la actualidad, para secuenciar cualquier parte del ADN (Sanger
y Coulson, 1975). Esto lo hizo acreedor de su segundo Premio Nobel
de Quimica en 1980, en conjunto con Paul Berg y Walter Gilbert. Muy
merecido este Premio Nobel compartido a Frederick Sanger, ya que su
método permitié encontrar la secuencia, los eslabones de la cadena que
forma el ADN, es decir, se pudo comenzar a “leer” el ADN.

Al total de informacién del ADN, que contiene todo el material gené-
tico, toda la informacion necesaria para crear y mantener con vida un
organismo, se lo conoce como “genoma” (Van Heyningen, 2019).

A simple vista parece sencillo: un gen es una parte del ADN que
posee la informacion para sintetizar una proteina; y al conjunto total
de informacion genética, con todos sus genes incluidos, se lo denomi-
na “genoma”. Pero de sencillo no tiene nada. Una cita del polimata y
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cientifico Henri Poincaré nos puede dar una idea de por qué no es tan
sencillo. Decia Poincaré: “la ciencia es hechos; de la misma manera que
las casas estan hechas de piedras, la ciencia estd construida de hechos;
pero un montén de piedras no es una casa y una coleccion de hechos
no es necesariamente ciencia” (citado en Cereijido, 2004: p. 74). Es decir
que un gen es una piedra, pero si queremos tener una idea de lo que es
el genoma humano, nos topamos con una tarea mucho mas dificil que
juntar ladrillos en una bolsa, por varios motivos. Mas alla de las dificul-
tades (que son muchas) para establecer el genoma humano, podemos
decir que no es tinicamente un conjunto de genes.

El primer genoma completo que la humanidad logré dilucidar es el
de una bacteria; la Haemophilus influenzae en 1995 (Fleischmann et al.,
1995). Pero ya en 1984, habia comenzado el Proyecto Genoma Huma-
no, cuyo objetivo era el que su titulo ostenta, es decir, la resolucion de
todo el cddigo genético, de todas las secuencias de nucledtidos del ADN
humano. Obtener los 20.000 a 25.000 genes que contiene. Escribir los
23.000 libros que existen en el interior de cada célula de un humano.
Para darse cuenta de la magnitud de la tarea a realizar, basta saber que
es recién en abril del 2006 cuando el genoma humano se completa, al
terminar la secuenciacion del ltimo cromosoma, paradéjicamente el
cromosoma numero 1 (Gregory et al., 2006). Es decir que hizo falta la
colaboracion de miles de cientificos, de una organizacion dedicada en-
teramente a coordinar informacion, de un financiamiento de miles de
millones de délares, y de mucha tecnologia para completar el gigantes-
co emprendimiento de secuenciacion del genoma humano completo.”

Los avances en la tecnologia de secuenciacion y busqueda de genes
fueron enormes, y este desarrollo fue una de las claves para que este

7 Ver https://www.genome.gov/human-genome-project
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proyecto pudiera ser concluido. Pero solo una de las claves. Recorde-
mos: el genoma no es solamente un conjunto de genes. Por ejemplo:
un problema que surge inmediatamente a partir de grandes acumu-
laciones de datos es como administrarlos y donde almacenarlos. Estos
conflictos son relativos a la ciencia y a la humanidad desde hace mucho
tiempo, y su resolucion vino de la mano de la informatica; del progreso
tanto de los procesadores de alta velocidad como de los discos de gran
capacidad de almacenamiento. Todos sabemos que esto ha sido una de
las revoluciones de los tltimos afos en miles de aspectos de la vida dia-
ria. Pero, en particular en las ciencias bioldgicas, ha dado lugar a una
disciplina en si misma, que es la bioinformatica. Es decir, la informatica
puesta al servicio de problemas bioldgicos de manejo de informacion.
Actualmente, se dicta como materia en muchas universidades, y existen
miles de cientificos y profesionales especializados en esta nueva dis-
ciplina cuya complejidad y alcance no solo es enorme, sino que crece
minuto a minuto.

En informatica se ha desarrollado una solucion para la administra-
cioén de gran cantidad de datos. Son varios los problemas que comien-
zan a aparecer cuando las cantidades acumuladas son verdaderamente
grandes: falta de espacio, datos duplicados o perdidos, problemas en el
acceso a dichos datos, etc. El desarrollo informatico de bases datos per-
mite la administracion de practicamente cualquier cantidad de datos.
Una base de datos no es una sencilla biblioteca digital, sino muchisi-
ma informacién articulada y estructurada de tal manera que permita
la recuperacion de la informacién que uno necesita con precision y, a
su vez, evita tanto la duplicacion como la pérdida de datos (Luscombe,
Greenbaum y Gerstein, 2001).

Por otro lado, hoy en dia estamos en un mundo globalizado, y el acceso

ala informacion es relativamente sencillo. Internet ha permitido vincular
el mundo instantdneamente y ha modificado a la humanidad entera en
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casi todos los aspectos; si esta revolucion es algo positivo o no, escapa a
cualquier andlisis nuestro; pero si queremos dejar en claro que su apa-
ricién permitié completar la idea del manejo de datos: no solo podran
almacenarse infinita cantidad de datos, sino que vamos a poder obtener-
los desde cualquier parte del mundo en un instante. La bioinformatica
ha desarrollado lo que se conoce como “sistema gestor de base de datos”
(SGBD), un conjunto de programas que median la intervencion entre el
usuario y las bases de datos en si. Por ejemplo, si hoy en dia alguien quiere
acceder a la secuencia de un determinado gen, no tendra mucha dificul-
tad en lograrlo, pero nunca interaccionara directamente con el sitio en
donde la informacién cruda se encuentra. Los sistemas gestores de bases
de datos logran la universalidad de la informacién, ya que interpretan lo
mejor posible lo que el usuario quiere recuperar de la base de datos.

Otro aspecto de suma importancia es que los gestores de bases de
datos se encuentran virtualmente separados de las bases de datos. Solo
acceden a ellas a pedido de un determinado usuario, lo cual permite
que no haga falta apagar un servicio para agregar informacién. Ante-
riormente, esto era un problema bastante importante. Muchas veces he-
mos querido acceder a una pagina web y nos resulté imposible porque
la pagina estaba siendo actualizada. Si esto fuera asi para una base de
datos, nunca podria estar actualizada, ya que los usuarios son miles en
todo el mundo y se la utiliza de forma continua. Con los SGBD, la sepa-
racion entre las bases de datos y los SGBD permite que la informacion
permanentemente sea agregada sin que el usuario lo perciba. Las bases
de datos en ciencia crecen continuamente por agregado de material di-
gital, pero los SGBD nunca interrumpen su funcionamiento.

Volvamos hacia atras para no perder la idea de lo que se intenta explicar:
la secuencia nucleotidica del ADN humano (y de cualquier otro ser vivo).
Una vez logrado el desarrollo de la tarea, ademas se tendria que poder
recuperar la informacién averiguada; saber en qué parte del genoma se
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encontraba para poder utilizarla con un fin que no fuera el mero alcance
de un objetivo, sino como algo que aportara a la expansion de nuestro co-
nocimiento de la vida. ;De qué sirve un libro que no podemos leer? Pero
si la secuencia nucleotidica son los ladrillos de la casa, entendemos ahora
que la bioinformatica, con sus bases de datos y SGBD, son los cimientos y
la estructura en la que se construye la casa. Es aqui cuando podemos re-
cién introducir el término que tanto buscabamos: “genémica”. Creemos
que de nada serviria definirlo sin antes haber dejado en claro qué herra-
mientas y conocimientos hicieron falta para su surgimiento. Obsérvese
que a la palabra “genoma” ya definida, se le ha agregado el sufijo “6mica”.
Y es justamente este sufijo el que verdaderamente nos interesa que quede
claro (mas que el término “gendmica”); ya que en los tltimos afnos se ha
comenzado a agregar a diversos sustantivos que denotan disciplinas y
han surgido las otras ciencias 6micas. En nuestro caso especial, nos van a
interesar aquellas que se han desarrollado a partir de los adelantos en EM
y las que estan vinculadas a esta tecnologia.

Pero ;qué es la gendmica?, scudl es la diferencia entre la genética
y la gendmica?, ;cudl es la diferencia entre el genoma y la genémica?
De todo lo anterior surgen las respuestas: por ejemplo, en una visiéon
bastante reduccionista, la genética estudia genes. Esto lo decimos sin
desmerecer la genética, sino mds bien para aclarar los distintos marcos
teoricos de las disciplinas que se discuten. A un genetista le interesa un
gen que codifica para una proteina en particular, al cual, en su estudio,
lo separa de forma abstracta de su entorno nuclear. Veamos un ejemplo
ilustrativo de como funciona y se entiende la genética, para luego poder
comprender la diferencia con la genémica. De paso, conoceremos una
enfermedad en particular y un poco de historia de la bioquimica.

En la sangre existen células especializadas en transportar oxigeno, co-

nocidas como “eritrocitos”. Dentro de los eritrocitos, existe una proteina
muy especial, la ya presentada hemoglobina. Como dijimos, esta proteina
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se encarga del transporte del preciado oxigeno a cada una de las células

de nuestro organismo. Si, por algin motivo, la cantidad de glébulos rojos

sanos o de hemoglobina disminuyen demasiado, comenzamos a padecer
<« Ll . 7

una enfermedad llamada “anemia”, que se caracteriza sintomas como la

aparicion de cansancio, vértigo, palidez, etc. La anemia no es una tnica

patologia, sino que existen diversas variedades con etiologias distintas.

En 1949, Linus Pauling y su equipo estudiaron una anemia en par-
ticular, conocida como “anemia falciforme”. Esta anemia afecta sobre
todo a la poblacién de la zona ecuatorial de Africa. Se caracteriza por
tener eritrocitos con una forma anormal: una forma de hoz, como la
de la herramienta se utilizaba para segar el trigo. La forma normal de
un eritrocito es la de una almohada circular en donde una persona hu-
biese apoyado la cabeza toda la noche (la descripcion correcta es la de
un disco bicéncavo). Con la forma andmala de hoz, los eritrocitos son
mas rigidos y cuando los vasos sanguineos son muy pequefos pueden
quedar como tapones, lo que impide la circulacién normal de la sangre,
produciendo asi dolores en extremidades e infartos de las zonas afecta-
das, junto ala condicién de anemia. Esto hace que la expectativa de vida
de la gente enferma llegue a los 40-60 afios; y hasta el momento no se ha
encontrado una cura. Linus Pauling y su equipo descubrieron, a través
de la técnica conocida como “electroforesis” (que se puede utilizar para
distinguir distintas proteinas), que la forma de hoz de los eritrocitos de-
fectuosos era causada unicamente por la presencia de una hemoglobina
defectuosa, distinta a la normal, llamada hemoglobina S. No dudaron
en llamarla una “enfermedad molecular” (Pauling et al., 1949), ya que
toda la patologia era consecuencia de una proteina mal sintetizada. En
la época en que Pauling postula el hallazgo de la primera enfermedad
molecular, postulado que luego se demostré cierto, todavia no existia
forma de averiguar la secuencia de aminodcidos de una proteina ;Quién
fue la persona que logré proponer la primera secuencia de aminoacidos
de una proteina? No podemos dejar de asombrarnos y hacer un breve
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paréntesis histdrico. Frederick Sanger en 1953 termina de dilucidar la
secuencia y estructura de la insulina (una proteina muy pequefia que
se la clasifica como “péptido”) (Sanger y Thompson, 1953). Esto es el
comienzo de las técnicas para determinar la secuencia de aminodci-
dos de las proteinas, y le valié su primer Premio Nobel en Quimica en
1958, luego de un enorme y largo trabajo de ocho afios para determinar
la estructura de la insulina. Lo que resolvié Sanger fue un verdadero
rompecabezas quimico; y es muy interesante que lo que a él le vali6 un
premio Nobel luego de ocho afios de trabajo intenso y perseverante, hoy
en dia, un espectrometro de masa lo puede resolver en un par de horas.
Como ya mencionamos, Sanger se dedico luego a la determinacion de
la secuencia del ADN, desarrollando exitosamente la técnica de secuen-
ciacién que lleva su nombre, y que continda utilizandose hoy en dia de
forma rutinaria en miles de laboratorios de todo el mundo.

Los hallazgos de estas dos personas, tanto Frederick Sanger como
Linus Pauling, son justamente de aquellos hallazgos que mencionaba-
mos en un comienzo: ciencia que cambia el mundo. El mundo fue dis-
tinto a partir de ellos. Comenzamos a agregar nuevos significados a la
palabra “vida”; nos adentramos en sus misterios como nunca antes en la
historia de la humanidad habia ocurrido. Por esto creemos que el lector
deberia comenzar a retener este par de nombres si no los conoce, ya que
tienen una trascendencia que va mucho mas alla de la bioquimica o de
la quimica biologica. Afectan la religion, la sociedad y el arte. Ambos
poseen dos Premios Nobel: Frederik Sanger recibe los dos en el mismo
campo, la quimica; mientras que Linus Pauling, a su vez, recibe un pre-
mio por sus trabajos cientificos en quimica y un Premio Nobel de la Paz
por presionar continuamente para terminar logrando (con una peticién
firmada por once mil cientificos) el cese de las pruebas nucleares que se
estaban llevando a cabo durante el periodo de la Guerra Fria. Su decla-
rado pacifismo en esos tiempos de Guerra Fria llevo a que el gobierno
de los Estados Unidos le quite su pasaporte desde 1952 hasta 1954, lo
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cual lo separ6 de la comunidad cientifica con el objetivo de evitar su
acceso a informacion vital para el planteo de la estructura del ADN.

Esta estructura fue dilucidada por Watson y Crick en la Universidad
de Cambridge, en 1953, gracias al acceso a tres fuentes. La primera,
informacién que Pauling no tenia; la segunda, informacién que obtu-
vieron del propio hijo de Linus Pauling acerca de su trabajo de investi-
gacion; v, la tercera y fundamental, el acceso a datos experimentales de
rayos X de cristales de ADN obtenido en el laboratorio del King’s Colle-
ge de la Universidad de Londres. Este ultimo acceso no fue autorizado
por la investigadora que los habia obtenido, Rosalind Franklin. Efecti-
vamente, diez afos después de la muerte de Franklin, en 1968, Watson
(citado en Maddox, 2003) escribi6 con todo desparpajo en su best-seller:
“Rosy, por supuesto, no nos dio sus datos directamente. En este asun-
to, nadie del King’s College sabia que esos datos estaban en nuestro
poder”. Como vemos, la falta de ética también impregna la mente de
cientificos brillantes, quienes, en su desmedida ambicion por publicar
resultados de alto impacto, los que eventualmente pueden derivar en
premios prestigiosos como el Nobel, no ponen reparos en hurtar datos
experimentales meticulosamente obtenidos por otros colegas.

Watson y Crick también dieron lugar a otras polémicas. Ellos bauti-
zaron como “biologia molecular” a la naciente subdisciplina de la bio-
quimica derivada de su descubrimiento de la estructura del ADN y de
los descubrimientos posteriores (tales como que el ADN es el molde
para la fabricacion de proteinas). Un famoso bioquimico de la época,
Erwin Chargaff®, fue muy critico de esta nueva subdisciplina (y quizas

8 Erwin Chargaff demostré que, en todo ADN, la cantidad de A equivalealade T,y
la C ala de G; uno de los descubrimientos cruciales para la postulacion posterior
de la doble hélice.
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también del nombre) al sostener que la biologia molecular equivalia a la
practica de la biologia sin tener licencia para ello. Proponer que la biolo-
gia molecular sea la explicacion de la biologia a nivel molecular parecia
a Chargaff un objetivo un tanto pretensioso. Por otro lado, en cuanto
al nombre, la expresion “biologia molecular” parece un oximoron.” En
la jerga de la EM, usamos el oximoron “alto vacio” para referirnos a la
muy baja presion con la que trabajan los espectrometros de masa. En la
poesia también suele usarse este recurso. Por ejemplo, Peteco Carabajal
escribié en su chacarera “Entre a mi pago sin golpear™ “cantor para
cantar, si nada dicen tus versos, jay! para qué, vas a callar al silencio”.
Callar al silencio... muy lindo.

Ahora volvamos a nuestra anemia falciforme con sus eritrocitos en
forma de hoz y su hemoglobina defectuosa. ;En qué consistia, quimica-
mente, el problema con la hemoglobina S de la anemia falciforme?, ;por
qué era una hemoglobina “distinta”? La hemoglobina es una molécula
mas compleja y grande que la insulina. En realidad, esta formada por
cuatro proteinas llamadas “globinas”. Dos de ellas son idénticas y se
llaman “alfa” (o), y las otras dos globinas, también idénticas entre si, se
llaman “beta” (B). La unién de las cuatro globinas forma la estructura
proteica conocida como “hemoglobina”. La globina alfa es una cadena
formada por 141 eslabones (aminodcidos), mientras que la cadena beta
estd formada por 146 aminodcidos. Bastante tiempo después de los des-
cubrimientos de Pauling, se logro hallar las respuestas a las preguntas
de arriba. Ahora se sabe que la gente con anemia falciforme presenta la
cadena de la globina beta distinta a la de la gente con hemoglobina nor-
mal. ;En qué consiste esta anormalidad? Esto también se logré respon-
der con muchisima precision. El sexto eslabon de la cadena de la globi-

9 “Oximoron”, palabra muy usada por la antropdloga forense de ficcién de la serie
televisiva Bones.
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na beta no es el correcto. En lugar de hallarse un aminoacido conocido
<« ”» . ;. . « . »
como “glutamato”, aparece otro aminoacido denominado “valina”.

Obsérvese la sutileza quimica de esta enfermedad, la primera enferme-
dad molecular conocida. En una cadena de 146 eslabones, un aminoacido
distinto, uno solo, puede traer consecuencias terribles. Esto es lo que se
conoce como “proteina mutada”; justamente, una proteina que no tiene
la secuencia correcta de aminoacidos. El aminoacido cambiado trae apa-
rejado que, cuando la hemoglobina no transporta oxigeno, se deposite en
forma de filamentos cuyo tamaio y rigidez deforman el glébulo rojo, que
ya no puede pasar a través de los capilares mas pequefios del cuerpo para
terminar su recorrido (Stern y Gaucher, 2015). Para llegar a la conclusion,
recordemos que es una enfermedad hereditaria, que se puede transmitir
de padres a hijos: el problema no se encuentra en la sintesis de la proteina,
sino en la informacién genética del individuo. Se podria encontrar el gen,
la pequeiia porcion del ADN, que tiene la informacion para sintetizar
la globina beta. El problema deberia estar ahi, ya que esta enfermedad
esta relacionada a la herencia. El error fue hallado: el gen que posee la
informacion para sintetizar la cadena [ de la hemoglobina se encuentra
en el cromosoma 11, y se hallé que donde debe decir “GTA”, en los casos
de la gente con anemia falciforme dice “GTG” (Devlin, 2008). Es decir,
un unico cambio de un nucleétido por otro es traducido en un error en
la sintesis de una proteina, que se manifiesta en una enfermedad en la
cual los glébulos rojos pierden su capacidad elastica. Esto trae aparejado
diversos sintomas, entre ellos la anemia; asi, una mutacion en el ADN se
convierte en una enfermedad hereditaria, muchas veces, mortal.

Asi trabaja la genética cldsica. Y pronto, a partir del trabajo de Linus
Pauling comenz6 a buscarse un gen para todo: tanto para la anemia fal-
ciforme como para el alcoholismo. Cualquier caracteristica de nuestro
comportamiento se suponia vinculada a un gen. Y asi nacio el Proyecto
Genoma Humano. Ahora bien, el Proyecto Genoma Humano ya esta
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terminado, y es momento de hacernos una pregunta tan obvia como
importante: ;qué hacemos con toda esa informacion?

A partir de esta pregunta nace la gendmica. La genémica es ampliar el
foco de estudio, salir del gen individual y estudiar el comportamiento de
toda la informacion genética. Porque hay algo que creemos que ocurre a
partir de fines del siglo XX: la cantidad de informacién reunida hoy en
dia es enorme. Todo indica que cada vez tenemos mas preguntas acerca
delaviday del funcionamiento de una célula que respuestas descubiertas.
En cada lugar de una célula de un tejido, de un 6rgano, de un individuo,
de una especie, encontramos mas y mas complejidad. Y eso es una de las
primeras cosas que comienza a revelar la gendmica: la vida es mucho maés
compleja de lo que pensabamos. Como dijo el bidlogo Lyall Watson: “si el
cerebro fuera tan simple que pudiéramos entenderlo, seriamos tan sim-
ples que no lo entenderiamos” (citado en Maldonado, 2019: p. 4). Asi, la
genomica es el manejo de una enorme cantidad de informacién genética
obtenida a través de las mas modernas técnicas de secuenciacion de ge-
nes. Dicho manejo solo es posible gracias a la informatica actual, que per-
mite tanto el almacenamiento como el analisis de toda esa informacién.

La gendmica responde preguntas distintas a las que responderia la ge-
nética clasica: mientras esta centraba la mirada en un tinico gen o grupo
de genes, la gendmica amplia la vision hasta alcanzar cuestiones mas pro-
fundas y dificiles de responder, que van desde la evolucion hasta la me-
dicina y la farmacologia personalizada. ;Todas las personas presentan el
mismo genoma?, ;cudl es la diferencia? ;Cémo se maneja la informacion
contenida en el ADN? ;Podemos separar a la humanidad en poblaciones
de acuerdo a sus genomas? ;Cual es la diferencia entre el genoma de un
caballo y el de un ser humano? ;Tenemos informaciéon compartida con
las levaduras o con las plantas? ;Cudles son los genes mas antiguos? ;Po-
demos deducir para qué sirve un gen sin saber qué proteina codifica? Asi,
se espera, por ejemplo, que la genémica permita llegar a una medicina y
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a una farmacologia disefiadas a la medida del genoma tinico de una per-
sona. Esta idea hipocratica de tratar a cada individuo como una entidad
individual, idea tan antigua, es ahora una promesa de la genémica.

Quizas la tecnologia clave en el rapido avance del Proyecto Genoma
Humano haya sido la reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase
Chain Reaction, por su sigla en inglés: PCR), revolucionaria invencion
que facilitd los trabajos de secuenciacién del ADN. La técnica de PCR
fue reconocida por el Comité Nobel en 1993: la mitad del Premio Nobel
de Quimica de ese ano fue otorgado a su inventor y desarrollador, el
norteamericano Kary Banks Mullis, quien fallecié en 2019. Es intere-
sante mencionar que a Kary Mullis el trabajo rutinario de laboratorio
lo aburria y, ademas, fue un escéptico y critico de la ciencia. Su invento
no se le ocurrié en un laboratorio, rodeado de muestras, equipos espe-
cializados y computadoras. Todo lo contrario. Segun su relato, la in-
vencion de la PCR sucedié mientras manejaba su automoévil desde San
Francisco a Mendocino. Manejar automéviles si lo divertia. Este es un
ejemplo que muestra que el cerebro humano y su creatividad son la mas
poderosa herramienta cientifica conocida hasta la fecha.

Como se ve en este libro, la invencidn de una técnica o la formulacion
de una teoria es muchas veces motivo de controversia acerca de quién
fue su verdadero artifice y sucede también que muchas veces a mucha
gente se le ocurre lo mismo en el mismo momento, pero en distintos
lugares. Quizas uno de los ejemplos mas famosos sea el de la invencion
de la tabla periddica, realizada por Dmitri Mendeléyev en Rusia en 1869
y por Lothar Meyer en Alemania en 1870.° A veces, incluso, se demues-

10 Enseflanza recibida en 1977, mediante una pregunta desafiante, por uno de los
autores de esta obra de parte del profesor de Quimica de cuarto afio del Colegio
Nacional N° 1 de San Salvador de Jujuy, el brillante y muy apreciado profesor
“Fiero” Garcia.
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tra posteriormente que la misma idea se le habia ya ocurrido a otro
cientifico, pero algunos afos atras, y al no haber tenido trascendencia,
esta idea permanece en el olvido hasta que la ciencia esta en condicio-
nes de explotar toda su potencia. La invencion de la PCR es uno de esto
casos. Mullis mencionaba siempre a otro Premio Nobel anterior, uno
de los galardonados con el Nobel de Medicina en 1968, Har Gobind
Khorana, como antecesor de sus ideas. Otro ejemplo de como trabaja la
ciencia: el conocimiento no se genera de la nada, el conocimiento casi
siempre se construye con base en conocimientos previos.

Vayamos ahora a una descripcion somera de la técnica. La PCR es una
forma de amplificacién. Como ejemplos de formas de amplificacion de
la vida cotidiana tenemos los amplificadores de audio y los poligrafos.
Los primeros reciben una sefial sonora pequena y pueden amplificarla
hasta que se escuche en todo un estadio. Un poligrafo puede tomar las
pequeiias sefiales eléctricas creadas por las células del corazon o del ce-
rebro y amplificarlas hasta hacerlas visibles en un trozo de papel. Estos
son los estudios conocidos como electrocardiograma y electroencefalo-
grama, respectivamente.

La técnica de PCR toma una sola parte del ADN (la que se preten-
de estudiar) y la transforma en miles y miles de copias exactamente
iguales. Asi, cantidades indetectables de ADN se transforman, gracias
a esta técnica, en cantidades enormes. Para comprender su funcio-
namiento basico hay ciertas cosas adicionales que debemos aclarar
acerca de la estructura del ADN. Si bien mencionamos la molécula
de ADN como una sola, esto no es tan asi, ya que esta formada por
dos cadenas llamadas “hebras”, que se enroscan como una escalera en
espiral o un sacacorchos. Esta es la famosa doble hélice del ADN, la
que quizas sea la imagen mads iconica de un modelo cientifico de las
ultimas décadas.
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Como se explic6 anteriormente, los monémeros que forman la hebra
o cadena del ADN son solo cuatro: adenina, guanina, timina y citosina.
A estos compuestos (que quimicamente se los conoce como “bases ni-
trogenadas”) se los designa, para facilitar el manejo de la enorme infor-
macion de un genoma, a través de sus iniciales: A, G, T, C. Una posible
secuencia para una hebra de ADN podria ser: A-T-A-A-C-C-A-G-T, por
ejemplo. Al unirse dos hebras para formar la doble hélice del ADN, no
lo hacen de cualquier forma, sino que la adenina siempre se enfrenta a
la timina, y la citosina, a la guanina." El apareamiento A-T y C-G se
llama “complementariedad del ADN”, y uno de sus corolarios es que
con cualquier hebra se puede construir la otra. Entonces, ;como sera
la hebra complementaria a la secuencia dada arriba como ejemplo? Se
sabe también que el ADN se duplica en el nicleo de la célula gracias a
una proteina con actividad enzimatica conocida como “ADN polimera-
sa”. Esta enzima trabaja solamente sobre una hebra del ADN y necesita
de un pequeno trozo de unos pocos monémeros, conocido como “ceba-
dor” (del inglés, primer). La palabra hace referencia a que, justamente, el
“pegado” de este pequefio polimero es la sefial para que la enzima ADN
polimerasa comience a sintetizar la cadena complementaria.

Esto es muy coherente con la idea de una duplicaciéon regulada del
ADN; de otra forma, la enzima mencionada sintetizaria cualquier ADN
de una sola hebra con el que se encontrara, y eso no seria compatible
con ningun proceso fisioldgico celular en general. La ADN polimerasa
es capaz de reconocer esta pequefa secuencia de cebador, unirse a la
unica hebra de ADN y comenzar a agregar mondmeros uno a uno, es-
labon a eslabon, y siempre copiando la cadena molde, realizando una

11 Para recordar estos hechos bioquimicos, los estudiantes universitarios argentinos
inventaron hace muchos afios atrds las expresiones mnemotécnicas tangueras
“Anibal Troilo” y “Carlos Gardel”.
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suerte de lectura de la hebra original. Si encuentra una base de A, agre-
garda una T a la cadena nueva que esta sintetizando. Ademas, el cebador
estd preparado de tal manera que se une, Unicamente, al gen que se
quiere amplificar. No importa cuanto ADN exista y que no nos interese,
el cebador deberia unirse solo al gen que nos interesa.

Con todo esto en claro, ahora si podemos entender en qué consiste
la técnica de PCR. Cabe aclarar que todo lo escrito hasta aqui es una
vision muy simplificada y abreviada; estamos reduciendo temas muy
complejos intentando ganar con esto una facilidad de comprension por
parte del lector; esperamos que esta pérdida de profundidad y riqueza,
se vea beneficiada con una clara comprension de lo expuesto.

Vamos a reducir lo que se conoce como “ciclo” de una PCR, a solo
tres pasos:

1. Desnaturalizacién
Es un proceso de pérdida de estructura y separacion de las dos
cadenas, en el que sometemos la muestra (que tiene muy poca
cantidad de ADN para amplificar) a un calentamiento cercano
alos 90° C. Con este aumento de temperatura, logramos sepa-
rar las dos cadenas del ADN.

2. Alineamiento y unién del cebador
Se disminuye la temperatura. Al hacer esto, el cebador se une a
cada uno de los extremos de las dos cadenas del ADN ya sepa-
radas. ;Y a qué temperatura? Esta es una pregunta que requeri-
ra cierta investigacion para cada ADN que se quiera amplificar.
En esta etapa, también la polimerasa se une a cada una de las
cadenas separadas en el paso previo.
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3. Elongacién
Ahora la polimerasa comenzara a crear la nueva cadena com-
plementaria a cada hebra de ADN que se ha desnaturalizado en
el paso 1. Cada una se extendera desde extremos opuestos, pero
realizando el mismo trabajo: agregar eslabones a la cadena.

En la figura 12 presentamos graficamente estas tres etapas y el resultado
final de un ciclo de PCR. Obsérvese que, luego de la elongacion a baja tem-
peratura, el resultado son dos moléculas de ADN, es decir que de dos hebras
originales obtuvimos cuatro, el doble. Si repetimos el ciclo una segunda vez,
obtendremos un total de ocho hebras de ADN. Y un tercer ciclo daria por
resultado 16 hebras de ADN. Como puede observarse, el proceso es expo-
nencial, ya que en cada ciclo se duplica el nimero de hebras del ADN.

En una aplicacion tipica de PCR suelen realizarse alrededor de trein-
ta ciclos de aumentos y descensos de temperaturas. Parece poco signi-
ficativo, sin embargo, al hacer los calculos nos damos cuenta de que la
cantidad de ADN obtenida es asombrosa. Por ejemplo, si partimos de
solo una molécula de ADN, es decir de dos hebras, el calculo seria: 2%°.
El resultado, la multiplicacién de dos por si mismo treinta veces, es de
1.073.741.824 hebras de ADN. Es decir que si amplificiramos 2 mg de
ADN obtendriamos mas de 1 millén de g de ADN. Esta es la enorme
potencia de la técnica para lograr grandes cantidades de ADN partien-
do de concentraciones infimas, con las cuales seria imposible trabajar.

Ahora, ;qué significa la expresion “Taq-polimerasa” que observamos
en la figura 122 Este nombre hace referencia a una polimerasa aislada de
bacterias que crecen en condiciones extremas (las asi llamadas “extremo-
filas”), en este caso en aguas termales donde resisten temperatura eleva-
das. Estas bacterias fueron bautizadas Thermus aquaticus por su descu-
bridor, Thomas D. Brock. De aca entonces el nombre “Taq-polimerasa”,
la cual que puede resistir los 90 °C de la primera etapa de una PCR.
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Figura N.° 12. Ciclo de una PCR y resultado final.

Fuente: elaboracion propia.

Unas palabras sobre las extremofilas. Estas son bacterias que, como in-
dica su nombre, pueden resistir condiciones ambientales extremas, don-
de usualmente no es razonable suponer que exista alguna forma de orga-
nismo vivo. Estas bacterias han sido encontradas en diversos ambientes
extremos: aguas termales, aguas termales acidas, salinas, profundidades
de fosas marinas donde soportan elevadisimas presiones, etc. Para po-
der sobrevivir en esos medioambientes extremos, las extremofilas han
desarrollado diversas estrategias adaptativas resultantes en una serie de
modificaciones bioquimicas, en comparacién con organismos similares
que crecen en medios corrientes. Por ejemplo, en el ARN de estas bacte-
rias se encuentran, aparte de los bases nucleotidicas normales A, C, Gy
U (esta ultima remplaza a la T del ADN), una serie de bases nucleotidicas
modificadas de estructura muy variada, caracteristicas de cada bacteria.
Este conjunto de estructuras modificadas puede encontrarse en una base
de datos de la Universidad Estatal de Nueva York (Albany), base que es
continuamente actualizada con nuevas estructuras aportadas por inves-
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tigadores de todo el mundo."” Uno de los autores de este trabajo participd
en el descubrimiento de una C con modificaciones en su estructura, la
que se encuentra publicada en dicha base de datos.
(https://mods.rna.albany.edu/mods/modifications/view/107)

Volvamos ahora al mundo de las disciplinas 6micas. ;Qué significa
el término “6mica”? En principio, se trata de un neologismo, es decir,
de una palabra nueva creada para un nuevo concepto (muchas palabras
como “ovni”, “robot”, “clon”, “autopsia” fueron neologismos hace muchos
afios, hasta que con su uso continuo dejaron de serlo para pasar a perte-
necer al idioma espaiiol). El término, como muchos otros, es derivado
de una traduccion del inglés: omics. Por ejemplo, si agregamos el sufijo a
“gen” tenemos la “genémica”, una nueva disciplina que, como ya se ex-
plico, maneja no uno o unos pocos grupos de genes, sino su totalidad.
Observemos entonces que es el propio eje de lo que se esta estudiando lo
que cambia: de estudiarse un gen que estd en todas las personas, pasan a
estudiarse todos los genes que se encuentran en un individuo.

Se ha explicado, en relacion a la genémica y a la genética, que un gen
es la informacion necesaria para construir una proteina, por lo tanto,
para cada gen existe una proteina, de lo que se puede aceptar facilmente
que el nimero de proteinas diferentes de un individuo puede ser extre-
madamente grande. Entonces podriamos pensar en aplicar los mismos
criterios que definen la disciplina genémica, pero ahora vinculado al
mundo de las proteinas. Asi podriamos definir ahora, lo que se cono-
ce como “proteémica” (Anderson y Anderson, 1998). Como el lector
podra imaginar, las dos disciplinas estan extremadamente vinculadas,
y el estudio de una nos lleva al estudio de la otra. Ahora bien, recorde-
mos que para que haya sido posible la genémica fue necesario recopilar

12 Ver https://mods.rna.albany.edu/
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grandes cantidades de informacién proveniente de la secuenciacion de
todos los genes de un individuo (genoma).

Para poder desarrollar la protedmica, necesitariamos identificar, ca-
racterizar y, de ser posible, cuantificar todas las proteinas provenientes
de una muestra. Es aqui donde las fuentes de ionizacién ESI y MALDI
(descriptas en el capitulo 1) aparecen hacia fines de los 80 del siglo XX
y revolucionan el campo de la bioquimica en general, lo que permi-
te el desarrollo de nuevas disciplinas 6micas en particular. Podemos
afirmar que son dos las técnicas analiticas que han permitido el sur-
gimiento contemporaneo de tantas ciencias émicas: la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN) y la EM.” Asi fue como, a
partir de 2002, las disciplinas -6micas comienzan a levantar vuelo. Por
un lado, la bioinformatica ya tiene todo el manejo de bases de datos y
enormes cantidades de datos; por otro, las nuevas fuentes de ionizacion
permiten tener en fase gaseosa moléculas de alto peso molecular, y ser
susceptibles de, por ejemplo, ingresar en un triple cuadrupolo o en un
TOF. Estas tecnologias nos permiten ahora estudiar sistemas de una
complejidad muy grande gracias a la gran cantidad de sefales capa-
ces de detectar; asi han surgido nuevos desafios como la protedmica, la

transcriptomica o la metabolémica, que es la que nos interesa.

13 La RMN no serd un motivo de discusidon en este libro, solo mencionaremos, en
primer lugar, que su desarrollo y eventual aplicacién en el analisis de muestras
complejas se debe mayormente al procesamiento informético que hoy se puede
obtener de la sefial de RMN, y, en segundo lugar, la gran ventaja de esta técnica
frente a la EM: no tener que procesar la muestra ni requerir de ningtn proceso
de separacién cromatografica. En este contexto debemos mencionar que Kurt
Wiithrich fue galardonado con la mitad del Premio Nobel de Quimica de 2002 por
su desarrollo de la espectroscopia de RMN para la determinacion de la estructura
tridimensional de macromoléculas biologicas en solucion (la otra mitad del premio
fue dividida en partes iguales para investigadores del campo de la EM, con un
aspecto polémico que discutiremos en el capitulo 3).
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Para comprender qué es la metabolémica, una vez que el término
“Omico” ha quedado comprendido, es necesario entender qué es el
metabolismo:

el metabolismo se refiere a todos los pro-
cesos fisicos y quimicos del cuerpo que
convierten o usan energia, tales como: res-
piracion, circulacién sanguinea, regulacion
de la temperatura corporal, contraccion
muscular, digestion de alimentos y nutrien-
tes, eliminacién de los desechos a través de
la orina y de las heces, funcionamiento del
cerebro y los nervios. (Shulman y Petersen,
2017: p. 1039).

Esta es una definiciéon que también se encuentra en la Biblioteca Na-
cional de Medicina de los Estados Unidos. Se puede observar que es una
definiciéon muy breve de un concepto muy amplio, que roza con la ina-
barcable idea de la vida. Es muy complicado comprender todos los pro-
cesos bioquimicos que ocurren continuamente en nuestro organismo.
La informacién que se ha ido acumulando es verdaderamente dificil de
asimilar, basta mirar la figura 13 para coincidir con esta afirmacién.
En esta figura mostramos el mapa metabdlico mas actualizado hasta la
fecha segtin la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)."
Alli encontraremos bases de datos para la comprension de funciones
de alto nivel, como asi también herramientas y utilidades de sistemas
biolégicos complejos como la célula, los organismos o los ecosistemas.
Como podemos observar, se trata de un grafico sumamente comple-
jo; cada punto hace referencia a una reacciéon quimica catalizada que

14 Ver https://www.genome.jp/kegg/
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ocurre en el organismo, mientras que los distintos colores indican el
conjunto de vias de reacciones vinculado a un metabolito en particular
(por ejemplo: sintesis y degradacion de glucosa).

Figura N.° 13. Mapa metahdlico.

Fuente: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(Kanehisa y Goto (2000); con permiso).

Tenemos que pensar que el mapa metabdlico esta superpuesto con un
mapa genomico, un mapa de sefializacion, un mapa del sistema inmu-
ne, un mapa del sistema endocrino. Todo indica que recién ahora, en el
siglo XXI, comenzamos no a comprender, sino apenas a darnos cuenta
de la enorme complejidad que implica la palabra “vida”. Comprender
el funcionamiento de una célula, a nivel de la informacion disponible
hoy en dia, es sin lugar a dudas una tarea practicamente sobrehumana.
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Asi como la gendmica estudia el genoma como un todo, la metabo-
lémica estudia el metaboloma. El metaboloma es el conjunto de meta-
bolitos (asi como el genoma era el conjunto de genes) que se encuentra
en el organismo. Un metabolito es cualquier molécula pequena que se
encuentre dentro del organismo. Suelen ser intermediarios en proce-
sos de transformacién quimica. Como se ha mostrado en el esquema
metabdlico de la figura, los procesos son muchos y por cada uno de los
puntos que se muestra existe un metabolito. Las nuevas tecnologias de
EM y RMN han permitido hallar miles de ellos y su numero va en au-
mento. En la Human Meabolome Database (HMDB), base de datos del
metaboloma humano, se encuentran 114.007 metabolitos hasta la fe-
cha, de distintos tipos y con muy distintas funciones. Esta base de datos
posee un sencillo gestor que nos permite ubicar cualquier metabolito
registrado y obtener muchisima informacién sobre este.””

Y asi como existe el Proyecto Genoma Humano, también existe, como
pariente cercano, el Proyecto Metaboloma Humano.'® La ambicién de
este proyecto reside en identificar todos los metabolitos del metaboloma
humano. Este parece ser un objetivo mas ambicioso que el de su pariente
genético. Por ejemplo: pareceria ser algo mucho mas abierto cuyo fin se
desconoce. El genoma tenia un principio y un final, solo habia que encon-
trar el orden de todas las bases nucleotidicas del ADN, seria un trabajo
titanico y prolongado, pero se podia vislumbrar su final, con la idea co-
locada en que, si una pequefa parte del ADN puede ser leida, a la larga,
todo el lenguaje encerrado en esa molécula podria ser determinado.

Sin embargo, nadie tiene idea de cudntos metabolitos existen en el
organismo. El concepto de metaboloma es muchisimo mds dinamico.

15 Es de acceso gratuito y ficil manejo, tal como se puede ver en http://www.hmdb.ca/

16 Ver http://www.wishartlab.com/projects/the-human-metabolome-project
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Varia con factores ambientales, con factores psicolégicos, y ni que ha-
blar de los factores nutricionales. Ademads, tendremos distintos meta-
bolitos de acuerdo al origen de la muestra: no sera lo mismo si proviene
de orina, plasma o liquido cefalorraquideo. Esto nos lleva a aclarar que
distintos tejidos tienen distintos metabolomas en distintas partes del
cuerpo; asi que nos enfrentamos a un conjunto de pequefios compues-
tos que no parecerian tener un universo de valores determinado de an-
temano. Nuestro metaboloma estd cambiando minuto a minuto, ya que
es el resultado de miles de reacciones quimicas (algunas de las cuales se
muestran en la figura 13).

Pero si es posible pensar en el metaboloma, eso ha sido posible gracias
al desarrollo de la EM; mas particularmente a las modernas técnicas de
ionizacion. La tecnologia de UHPLC acoplada a la EM permitid, sobre
todo, la identificacion y cuantificacién de moléculas de muy baja con-
centracién en sangre como ninguna otra técnica podia detectar. Las téc-
nicas de deteccién bioquimicas anteriores permitian detectar un com-
puesto o un grupo reducido del mismo tipo de compuesto por compartir
caracteristicas en comun. Asi, técnicas como UHPLC-MS/MS permitie-
ron que la idea de metaboloma pudiera desarrollarse de la misma mane-
ra que con anterioridad las técnicas de secuenciacién y PCR permitieron
pensar en un genoma. Y nuevamente: Henri Poincaré. Ya nos habiamos
preguntado para el genoma humano: ;qué hacemos con toda esta infor-
macion? La respuesta a esta pregunta ahora es “metabolomica”.

Veamos los pasos que implican un estudio metabolémico (Lu et al.,
2008): en principio hay que introducir la muestra dentro del equipo
de UHPLC o HPLC, y esto requerira de un procesamiento previo del
fluido biolégico que variara de acuerdo a lo que estemos estudiando;
por ejemplo, no serd lo mismo procesar orina que procesar una mues-
tra de tejido de higado. Una vez que la muestra sea analizada por el
UHPLCMS obtendremos algo como lo representado en la figura 14.
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Figura N.° 14. Cromatograma de UHPLC-MS de una muestra biolégica.

Fuente: elaboracién propia.

En la figura 14 observamos un cromatograma, un grafico donde se re-
presenta la corriente iénica en funcién del tiempo, donde cada pico regis-
trado corresponde a un metabolito o méds de un metabolito si la separacion
cromatografica no fue eficiente. De esos picos se puede extraer el espectro
de masa (o parte de este) de los metabolitos. Este tipo de grafico representa
lo que podriamos llamar “datos crudos”. Estos datos crudos deberan ser
procesados para quitar ruidos de fondo, que son sefiales no pertenecientes
a la muestra. Debido a su complejidad, esta tarea suele realizarse con la
ayuda de software. Los estudios en metabolémica pueden ser dirigidos o
no dirigidos (traduccion directa del inglés, targeted y untargeted).

Cuando hablamos de los dirigidos, nos estamos refiriendo a que el
investigador tiene informacion previa de cudles son los metabolitos de
interés en el ensayo. Quiza ya se disponga de suficiente informacién de
trabajos anteriores como para enfocarse en los metabolitos claves de,
por ejemplo, una patologia determinada. Por lo tanto, solo centrard su
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atencion y todo el analisis en aquellos metabolitos de importancia ya
reconocida o hipotetizada. Asi, en una metabolémica dirigida se centra
la atencion hacia la identificacion de los metabolitos de interés.

Por su parte, en un estudio metabolémico no dirigido, el investigador
se encuentra frente a un escenario mds indeterminado. Esta frente a
una cierta oscuridad en cuanto a lo que se sabe del tema a investigar. De
hecho, es muy probable que esté realizando un experimento en busca
de metabolitos nuevos o de metabolitos relacionados a cierta patologia
todavia no descriptos. Estos metabolitos pueden utilizarse, luego, para
diagnosticar o seguir la evolucion de una patologia, por ejemplo. En-
tonces, en la metabolomica no dirigida, la determinacion de la estruc-
tura de cada metabolito que gener6 una sefal se realiza luego de haber
analizado estadisticamente las sefiales.

Asi, la identificacion de cada metabolito va a depender de la informa-
cién que tengamos y de como hayamos definido nuestro experimento
antes de realizarlo (dirigido o no dirigido); esto no es menor, ya que la
asignacion de una estructura quimica a cada sefial proveniente del espec-
tro de masa puede ser una tarea ardua y, a veces, imposible. Para lograr
dicha tarea, colaboraran tanto el software dedicado como las bases de da-
tos; sin embargo, es quiza en la elucidacién de una estructura quimica
(colocarle el nombre al metabolito, decir qué compuesto ha dado origen
a la senal registrada en el cromatograma) el momento en que se requiere
de mas trabajo y experiencia previa de los analistas (siendo a veces una
tarea de alto costo debido al valor de los patrones marcados con isétopos
estables como carbono-13 o deuterio). Aqui también puede recurrirse a la
base de datos de metabolitos (HMDB) previamente citada, que contienen
espectros realizados con distintas clases de equipos y condiciones. La in-
formatica esta desarrollando software, intentando siempre mejorar este
aspecto de la metabolémica: la elucidacion de estructuras. En la figura
15 presentamos un esbozo de estos dos tipos de estudios metabolémicos.
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Metaboldmica no dirigida Metaboldmica dirigida

Procesamiento Procesamiento
de la muestra de la muestra
Datos crudos Datos crudos
Datos procesados Datos procesados
Andlisis estadistico Asignacion
multivariante de estructuras

ﬂ a cada senal
Asignacion de ﬂ

las estructuras Andlisis estadistico
a cada sefal multivariante
Analisis Analisis
bioinformatico bioinformatico
y conclusiones y conclusiones

Figura N.° 15. Etapas metabolomica dirigida y no dirigida.

Fuente: elaboracién propia.

Pensemos que un cromatograma de UHPLC-MS, como el mostrado
en la figura 14, puede arrojar mas de 150 sefales por cada muestra.
Esta es una cantidad de datos enorme. Los experimentos de bioquimica
solian manejar muy pocas variables y ser extremadamente dirigidos a
la deteccion de apenas una decena de metabolitos con mucha suerte.
Volvemos a insistir con la revolucién que implicd la aparicion de las no-
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vedosas fuentes de ionizacion de fines del siglo pasado. Lo que parecia
una utopia, inyectar una muestra de plasma o de orina (incluso analizar
una porcion de tejido) en un espectrémetro de masa, se hizo realidad. Y
también, como ocurrié con la gendmica, trajo como resultado la obten-
cién de muchisima informacién. Aqui debemos hacer una aclaracion.
Para poder comparar como cambian los valores de una variable entre
dos grupos, es necesario realizar un test estadistico. Por ejemplo, po-
driamos tener un grupo de pacientes con hipertension arterial y otro
grupo de pacientes sin esa patologia; de esta manera medirfamos a cada
persona su nivel de colesterol, para poder explorar la hipdtesis de que
los pacientes con hipertension arterial poseen mayores niveles de co-
lesterol que aquellos pacientes que podemos considerar “normales”
con respecto a la patologia. Por supuesto que el concepto de “normal”
es una quimera, y por eso el investigador debe fijar con anterioridad
los criterios que va a adoptar para clasificar a cada individuo como
“normal” o hipertenso.

Una vez que se mide el colesterol sanguineo para cada individuo se
comparan los valores de cada grupo. Basicamente podemos enfrentar-
nos solo a dos posibilidades:

1. que los niveles de colesterol sean iguales,
2. que los niveles de colesterol sean distintos.
Pero esta comparacion no puede ser hecha “a 0jo”, sencillamente mi-
rando los datos y de acuerdo a cémo nos parezcan que son entre ellos.
Es aqui cuando necesitamos de la ayuda de un test estadistico que nos

diga, no solo si los valores son o no distintos, sino qué probabilidad
tenemos de estar equivocandonos al llegar a una conclusion.
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Los test estadisticos mas habituales estan preparados para manejar
pocas variables, ya que al aumentar la cantidad de variables cada vez
se torna menos creible, es decir, pierde potencia. Ahora, con la EM,
podemos tener hasta 500 senales (datos) para cada uno de los pacien-
tes, 3como los comparamos?, ;como extraemos informacion de tamana
cantidad de metabolitos?, ;cudles han aumentado y cudles han descen-
dido? La estadistica habitual no nos sirve. Debemos utilizar una esta-
distica multivariante, preparada para manejar cantidades grandes de
comparaciones, y que suele arrojar resultados graficos de los cuales po-
demos extraer conclusiones.

Una de las herramientas estadisticas multivariantes mas utilizadas
en metaboldmica es el andlisis de componente principal (PCA - Princi-
pal Component Analysis), otras incluyen métodos conocidos como “su-
pervisados”, por ejemplo, la regresion de cuadrados parciales minimos
(PLS - Partial Least Square Regression). La interpretacion de estas téc-
nicas es practicamente grafica y difiere mucho de la estadistica clasica.
Es una estadistica descriptiva, que tiende a agrupar los datos y mostrar,
por ejemplo, qué metabolitos pueden estar relacionados entre si. Este
tipo de estadistica, nuevamente, cobra verdadero valor con el perfec-
cionamiento de las computadoras, a pesar de que sus bases ya habian
sido propuestas por Carl Pearson a fines del siglo XIX. Ademas, suelen
ser mucho mas habituales en sociologia y economia que en bioquimica;
podriamos arriesgarnos a afirmar que recién con las nuevas fuentes de
iones y el desarrollo de la espectroscopia de RMN se comenzaron a
aplicar en la mencionada disciplina.
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Figura N.° 16. Resultado de un anélisis de componente principal (PCA)
de 500 sefiales.

Fuente: elaboracion propia.

En la figura 16 mostramos un ejemplo ilustrativo del tipo de resul-
tados graficos obtenidos con herramientas estadisticas multivariantes.
En particular el grafico muestra el resultado de una técnica estadistica
conocida como Andlisis de Componente Principal (ACP o mas habi-
tualmente por sus siglas del inglés PCA). Por ejemplo, con esta técnica
se lograron separar 500 sefiales registradas a partir de orina provenien-
te de dos grupos de 36 individuos cada uno, un grupo posee sindrome
metabolico (SM) (describiremos este sindrome en el capitulo 5) y el otro
no (Yu, Ning, Yu y Tang, 2014).

En el trabajo recién citado, luego de un arduo analisis estadistico,
los autores propusieron nueve metabolitos como posibles marcadores
del SM. Es decir que si en un individuo elegido al azar de la poblacién
encontraramos algunos de estos metabolitos aumentados en orina,
podriamos sospechar sobre la presencia de este sindrome. Esto es un
marcador de una enfermedad, y puede ser utilizado tanto como diag-
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ndstico como para prondstico y seguimiento de una patologia. El ha-
llazgo de determinados compuestos en fluidos corporales como plasma
u orina ha sido siempre uno de los desafios tanto de la bioquimica como
de la medicina. Su hallazgo puede implicar, en el mejor de los casos, una
nueva forma de determinar si una persona padece o no una patologia.
Incluso, ciertos marcadores pueden tener una funcidon predictiva del
desarrollo futuro de una enfermedad.

La metabolomica se ha convertido en una herramienta poderosisima
para el hallazgo de nuevos biomarcadores de enfermedades. Asi se han
hallado, por ejemplo, biomarcadores para esquizofrenia en liquido ce-
rebro espinal, marcadores de oclusion coronaria en muestras de plasma
e, incluso, marcadores de infertilidad a partir de liquido seminal. Y la
lista crece dia a dia (Nicholson y Lindon, 2008).

En farmacologia es posible tomar muestras de un grupo de indivi-
duos o animales, a los que les hemos administrado una droga en parti-
cular. Contrastando siempre con otro grupo en el que sus participantes
no hayan sido medicados, podremos comenzar a analizar cuales son los
metabolitos alterados por esa droga. Por ejemplo, administrando a ra-
tas sustancias llamadas “nefrotoxinas” (es decir, sustancias que dafian
el rindn) se han encontrado perfiles metabdlicos distintos segtin la dro-
ga administrada (Lenz et al., 2005). Al conocer con mas detalle coémo
los farmacos acttian sobre nuestro metabolismo, podemos comprender
uno de los aspectos mas complicados de estos, que es su mecanismo de
accion; es decir, como el farmaco logra su efecto: cuales son los meca-
nismos bioquimicos por los cuales un compuesto logra, por ejemplo,
disminuir el dolor. No se conocen los mecanismos de acciéon de todos
los farmacosy, sobre todo, se desconoce la mayoria de sus efectos no de-
seados secundarios. La metabolémica es una nueva y poderosa herra-
mienta para aportar conocimiento en este ultimo campo perteneciente
a la farmacologia.
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Hoy en dia, una de las principales aplicaciones de la metabolomica se
encuentra en el estudio de la flora intestinal. La microbiota intestinal
estd formada por mas de 500 especies de organismos unicelulares que
habitan de forma simbidtica nuestro intestino y participan del metabo-
lismo de cualquier individuo sano. Su alteracién puede acarrear diver-
sos estados patologicos. La metabolomica puede comenzar a explorar la
influencia de esta microbiota en el metabolismo, ya que estas bacterias
suelen ser muy dificiles de estudiar fuera del organismo. Dos aspectos
de un equipo de UHPLC-MS son claves para esto: una alta resolucion
cromatografica que permite separar y reconocer un gran numero de
compuestos, junto a su enorme sensibilidad, que posibilita la deteccién
de ciertos metabolitos que estan en concentraciones indetectables por
cualquier otro método. La metabolémica puede asi, en principio, preci-
sar cudles de todos los metabolitos estan vinculados a la flora intestinal
y a qué bacteria especifica. Asociada a estos estudios, se abre una nueva
forma de protedmica, la metaproteémica, donde no solo se consideran
las proteinas sintetizadas por nuestro organismo, sino también aquellas
que provienen de la flora intestinal (Peters et al., 2019).

Ahora bien: podriamos preguntarnos, ;por qué ciertos metabolitos
varian su concentracién en una patologia?, ;por qué puede variar de
un individuo a otro? Recordemos lo que es el metabolito para ver con
claridad que estos compuestos son sintetizados gracias a la presencia
en nuestros organismos de enzimas. Estas enzimas (cuya descripcion
quimica exacta es “catalizador biol6gico”) hacen posibles las reacciones
quimicas que generan los miles de metabolitos de nuestro metaboloma.
Son propias de la vida y solo pueden encontrarse en un ser vivo. Estas
enzimas son proteinas, por lo tanto, la metabolémica esta intimamente
relacionada con la protedmica.

En una cadena de reacciones bioldgicas, cuando una enzima se
encuentra en baja concentracion, todos los metabolitos anteriores
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comienzan a acumularse, ya que no pueden transformarse quimica-
mente en otros metabolitos. Esto quiza pueda comprenderse mejor
con un ejemplo de cualquier proceso que ocurre en serie (un paso
después del otro). Tomemos como ejemplo una fabrica de gaseosa,
en donde una maquina carga de liquido el envase vacio; otra le pone
la etiqueta, una tercera le coloca la fecha de vencimiento y la ulti-
ma le coloca la tapa. Obsérvese que cada evento solo puede ocurrir
si sucedi6 el anterior. Ademds, si por ejemplo se averia la maqui-
na que coloca la fecha de vencimiento y comienza a funcionar mas
lentamente, los envases vacios y los envases con gaseosa sin tapar
van a comenzar a acumularse, mientras que los envases cerrados no
podran generarse mds. Lo mismo ocurre en términos bioquimicos:
al tratarse de reacciones en serie, cada una suele ocurrir cuando la
anterior fue llevada a cabo; cuando una enzima es defectuosa, mas
lenta o no esta presente, los metabolitos anteriores a dicha reacciéon
se acumulan, mientras que los que deberian formarse no se forman
y disminuye su concentracion. Esta es una manera de entender coémo
la actividad enzimatica maneja el metabolismo (el metabolismo po-
dria ser pensado como una manifestacion de las enzimas encargadas
de las transformaciones quimicas que ocurren en un ser vivo). De
esta manera, damos un paso hacia adelante en complejidad: la me-
taboloémica estd intimamente ligada a la proteémica y viceversa. Y si
también recordamos que las proteinas son sintetizadas por los genes
existentes en el nucleo celular, ya estamos dispuestos a aceptar que
el vinculo entre metabolémica, proteémica y genémica es muy estre-
cho: uno explica al otro. Si comprender y estudiar cualquier émica
por separado representa un desafio intelectual e informatico, enten-
der a todas las 6micas interconectadas es una empresa monumental;
uno de los mayores desafios, sino el mayor, de las disciplinas 6micas.

En resumen, la irrupcién de la EM (y de la espectroscopia de RMN;
aunque en este texto no nos hemos abocado a ella, no debemos dejarla
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de lado en estas consideraciones) en la ciencia del siglo XXI ha venido
de la mano de nuevas disciplinas como la metabolémica y la proteo-
mica. Las mencionadas disciplinas estan revelando un nivel de com-
plejidad quizas apenas sospechado en afos anteriores acerca de lo que
llamamos “vida”, y que aun sigue siendo una fuente de investigacion
que pareciera inagotable.
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CAPITULO 3 |

Un poco de historia de la
espectrometria de masa

3.1. De los rayos catddicos a la fision del uranio

Un recuento breve de la historia de la EM nos puede dar un ejemplo
contundente de cdmo la curiosidad cientifica enfocada en la busqueda
de respuestas a preguntas basicas sobre la naturaleza de la materia lleva,
afios después, al desarrollo de aplicaciones practicas de gran relevan-
cia para el diagnostico médico, tales como las metodologias analiticas
rapidas en microbiologia clinica y la deteccién temprana de trastornos
metabolicos en recién nacidos. Nunca estd de mas insistir en que, como
en cualquier otra disciplina cientifica, cada nuevo avance en EM estuvo
apoyado en los cimientos de todo el trabajo anterior, cada gran innova-
dor pudo hacer su contribucion gracias a los aportes previos de cientos
de personas. En esta seccion, reseflaremos entonces unos pocos gran-
des avances, particularmente los relacionados con las fuentes de ioniza-
cion, analizadores y metodologia analitica, sin ninguna pretension de
exhaustividad. Una historia completa de la EM puede encontrarse en
una publicacién de Michael Grayson (2002).

Hoy en dia, la EM esta asentada principalmente en diversas dreas de
la quimica analitica, sin embargo, sus primeros pasos se dieron en las
ciencias fisicas. Su partida de nacimiento puede ubicarse en el labora-
torio de Joseph John Thomson en la Universidad de Cambridge (Reino
Unido). A fines de siglo XIX, este investigador estaba en la carrera por
la determinacion de la naturaleza de los rayos catédicos. Thomson que-
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ria saber si los rayos catddicos eras ondas (como las ondas de sonido)
o particulas, como podrian serlo, en otra escala, los granos de arena.
Estos rayos catddicos, cuya naturaleza desvelaba a Thomson, son los
mismos que permitieron el funcionamiento de los viejos televisores de
tubo. El crefa en la teoria de particulas, por lo tanto, su objetivo era la
medicion de la masa de esas particulas desconocidas. Cuentan los his-
toriadores que Thomson estaba muy bien entrenado en fisica tedrica,
pero era un poco torpe manualmente. Afortunadamente para él, y para
la ciencia toda, su asistente de laboratorio Ebeneezer Everett era muy
habilidoso en la construccion del aparato que se necesitaba para la de-
flexién magnética de los rayos catédicos. Thomson usé el aparato cons-
truido por Everett para medir la relacion e/m de estas particulas fun-
damentales -los electrones- en 1897 (los primeros fisicos informaban la
relacion carga/masa, e/m; en vez del estandar actual en EM, m/z). Por
este trabajo de descubrimiento del electrén, Thomson recibi6 el Premio
Nobel en Fisica en 1906.

Figura N.° 17. Retrato de J. J. Thomson.

Fuente: Wikimedia Commons.
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Estos trabajos iniciales en rayos catddicos fueron el punto de partida
de la EM. Luego de estos, en 1912 Thomson y su discipulo, Francis As-
ton (Premio Nobel en Quimica en 1922), construyeron un instrumento
para medir las masas de atomos cargados, el que luego seria reconocido
como el primer espectrometro de masa, y consiguieron demostrar que
el gas nedn esta constituido por dos is6topos de masa 20 y 22 en una
relacion de 10 a 1. Este espectrometro de masa primitivo usaba tubos de
descarga de gases para generar iones, estos pasaban luego por campos
magnéticos y eléctricos paralelos, alli sufrian deflexion en trayectorias
parabolicas y, finalmente, eran detectados mediante placas fotografi-
cas. En las primeras tres décadas del siglo XX, Aston y otros cientificos
redisefiaron los instrumentos para mejorar la resolucion —es decir, la
capacidad del instrumento de separar y detectar dos iones de masas
cercanas— y comenzaron a usarlos para separar y probar la existencia
de isotopos de otros elementos. Este tipo de aplicaciones de la técnica,
usada principalmente por fisicos para resolver cuestiones sobre la natu-
raleza fundamental del 4&tomo, fueron las dominantes hasta la década
de 1940 (Griffiths, 2008).

“Masa para las masas” pareciera haber sido el lema de toda la vida ac-
tiva de Alfred Nier, un ingeniero eléctrico de Minnesota, posteriormen-
te doctorado en Fisica. Este fue quien mostr6 al mundo la practicidad
de la EM, ayudando a su promocién en otras disciplinas por fuera de la
estrecha comunidad de fisicos a la cual pertenecia. El disefid y constru-
yo varios instrumentos revolucionarios que permitieron, por ejemplo,
reducir el consumo eléctrico del iman necesario para la deflexion y el
analisis de los iones. Nier estaba incansablemente involucrado en hacer
de la EM una disciplina que pudiera ser usada para muchas otras co-
sas por fuera de la fisica. Su generosidad con su tiempo y sus recursos
era proverbial. Por ejemplo, ayudé a un grupo de bidlogos en la prepa-
raciéon de compuestos enriquecidos con carbono-13 para estudios de
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metabolismo, y asistié a geoquimicos en la determinacion de la edad
de la Tierra mediante la medicion del cociente plomo-207/plomo-206
en la corteza terrestre. Por otra parte, contribuyd a los esfuerzos del
enriquecimiento de uranio durante la Segunda Guerra Mundial al con-
seguir la separacién por EM de nanogramos (1 nanogramo -ng- es la
millonésima parte de 1 mg) de U-235 y U-238, lo que colabor6 en la
confirmacion de que el primero era el isdtopo responsable de la fisién
lenta de neutrones (Griffiths, 2008).

3.2. De “ustedes no me necesitan” y polvo
sobre un armatoste a los elefantes voladores

Entrando en la década de 1940, los espectrometros de masa eran co-
merciales, y la técnica estaba firmemente establecida entre los fisicos y
los quimicos de la industria, principalmente la petrolera. Estos quimi-
cos usaban la EM de manera cuantitativa en el control de procesos de
produccidn; ellos ya conocian las identidades y estructuras de la ma-
yoria de los compuestos en sus mezclas, usaban la EM solo para medir
concentraciones. Pero en esa época nadie entendia realmente qué su-
cedia en el interior del instrumento, limitaban su utilidad a los analisis
cuantitativos; informacién que no resultaba significativa para los qui-
micos académicos. Peor aun, los espectrometros de masa eran costosos,
por lo que muchos departamentos de Quimica se resistian a invertir en
una técnica cara y que parecia esotérica.

Sin embargo, los cientificos estaban trabajando en el problema, y para
1954, ano de la primera conferencia anual en EM en los Estados Uni-
dos, la relacién entre espectro de masa y estructura molecular ya era un
topico de investigacion en laboratorios gubernamentales e industriales.
Esto se vio reflejado en la publicacién, por esos afios, de trabajos signifi-
cativos sobre este tema en la literatura cientifica y en conferencias como
la mencionada. En esos afios, el crecimiento sustantivo de la disciplina
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se produjo por el liderazgo de tres quimicos organicos en los Estados
Unidos que ayudaron a cambiar la actitud negativa prevalente hacia
la EM. Estos fueron Fred McLafferty (estadounidense), Klaus Biemann
(austriaco) y Carl Djerassi (austriaco).

Figura N.° 18. Fred McLafferty, Carl Djerassi y Klaus Biemann (de izq. a der.).

Fuente: Fenselau (2015) (reproducida con permiso de John Wiley & Sons).

Mediante metodicos experimentos, estos cientificos lentamente des-
entrafiaron los mecanismos de fragmentacion de diferentes clases de
compuestos organicos, lo que permiti6 a los quimicos emplear la EM
como parte del proceso de determinacion de las estructuras de com-
puestos desconocidos. El conjunto de trabajos de estos tres cientificos
llevo la técnica al dia a dia de la comunidad quimica, asi como establecid
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los basamentos para la moderna investigacion en EM en el campo de la
biologia y las ciencias biomédicas.

De los tres, McLafferty se enfocé principalmente en instrumentacion
y metodologia, interesaindose en la relacion entre espectro y estructura,
mas que en el uso de la técnica para la identificacion de compuestos
desconocidos. El establecié las reglas y el lenguaje de la EM con com-
puestos de estructura conocida. Asi, el reordenamiento de McLafferty
es un ejemplo de este trabajo en mecanismos de fragmentacion (este es
una fragmentacion que sufren diversos compuestos, por ejemplo, los
acidos grasos en una fuente de ionizacion electrdénica, y que se sigue
ensefiando en cursos de quimica analitica instrumental).

Este cientifico desarrollé gran parte de su carrera en las universida-
des de Purdue y de Cornell, pero comenzé trabajando en la industria
quimica, en The Dow Chemical Company. Cuenta que, en 1950, cuan-
do le dijeron, en Dow, que su trabajo estaria dividido entre el laborato-
rio de quimica organica y el laboratorio de EM, les contesté que nunca
habia visto un espectrémetro de masa, que por lo tanto no lo necesita-
ban. Afortunadamente, el gerente de Dow fue paciente y la curiosidad
de McLafferty sobrepaso por lejos a sus temores iniciales.

McLafferty es un personaje muy interesante, mas alla de todos sus
notables aportes a la ciencia. En 1943 se gradu6 en la Universidad de
Nebraska y poco tiempo después ingresé al Ejército de los Estados Uni-
dos. Combatié en la Segunda Guerra Mundial en Europa occidental
durante la invasion a Alemania, y le fueron concedidas diversas conde-
coraciones por su actuacién en el frente. Actualmente tiene 96 afios, es
profesor emérito de la Universidad de Cornell, y hasta hace muy poco
seguia activo dirigiendo a un estudiante de doctorado: uno de sus nie-
tos. En 1998 estuvo de visita en el Departamento de Quimica Orga-
nica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad
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de Buenos Aires para dar una charla sobre sus investigaciones en EM
para la determinacion estructural de proteinas. Esa charla tuvo lugar
un miércoles, dia habitual de las charlas cientificas en el Departamento
de Quimica Orgénica, a las 14. Lo curioso fue que una hora antes ha-
bia estado almorzando en una parrilla cercana a Ciudad Universitaria,
invitado por las autoridades del Departamento. Segtiin cuentan testi-
gos presenciales, McLafferty solo, por su cuenta, despachd una botella
completa de buen vino tinto mendocino. Minutos después dictaba una
conferencia brillante.

Biemann, por su parte, en 1956-1957 cursaba su posdoctorado en el
Massachusetts Institute of Technology (MIT). Alli fue uno de los pri-
meros en concebir que la EM podia emplearse para elucidar estructu-
ras de productos naturales, a pesar de las practicas corrientes de sus
contemporaneos, contrarias a la introduccién en un espectréometro de
masa de compuestos comparativamente grandes y polares tales como
alcaloides (compuestos naturales que contienen nitrégeno en su estruc-
tura, como por ejemplo la nicotina) y derivados de aminoacidos y pép-
tidos (estos ultimos son cadenas cortas de aminoacidos).

Arthur Clay Cope, director del Departamento de Quimica del MIT de
esa época, dudaba en comprar un espectrometro de masa por los costos
de inversion y de mantenimiento; el precio de esos instrumentos supera-
ba ampliamente el de otros equipos comerciales que usaban los quimicos
de entonces. Biemann pudo finalmente convencer a Cope de comprar un
instrumento de la empresa Consolidated Electrodynamics Coporation,
empresa lider en el rubro por esos afios. Cuenta Biemann que, luego de
escuchar sus argumentos, Cope le dijo: “estd bien, yo consigo los fondos
para el instrumento, si usted promete que no juntara polvo” (citado en
Griffiths, 2008): dos hombres de palabra. Con su nuevo instrumento,
Biemann demostrd que su intuicion inicial era correcta; las estructuras
de moléculas complejas podian ser determinadas con la ayuda de la EM.
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En el proceso, también estableci6 las reglas de fragmentacion de alcaloi-
des y de péptidos; e incluso concibié un método para la secuenciacion
de péptidos por EM, el cual sentd las bases de la protedémica moderna.

Djerassi, a su vez, entré a la EM un poco mas tarde que McLafferty
y Biemann. Hacia 1960, Djerassi estaba firmemente establecido como
un quimico de productos naturales enfocado en terpenoides y esteroi-
des."” Ese afio, invit6 a Biemann a Stanford para que lo ayudara en el
establecimiento de un laboratorio de EM; Biemann aceptd la invitacion
con total generosidad. Djerassi luego fue muy prolifico en la aplicaciéon
de la técnica en la resolucién de problemas estructurales de esteroides
y, en menor medida, de alcaloides. Sin dudas, el trabajo de estos tres
investigadores ayudo6 a ampliar el abanico de aplicaciones de la técnica
y a formar la generacion siguiente de especialistas en EM. Biemann,
por ejemplo, ha escrito sobre la Escuela de Espectrometria de Masa del
MIT, donde se formaron al menos dos generaciones de investigadores
en esta técnica (Biemann, 1994).

Por la década de 1980, los analisis por EM de moléculas organicas pe-
quenas eran rutina. Sin embargo, las proteinas y otras macromoléculas
tales como acidos nucleicos (fragmentos de ADN, por ejemplo) y carbo-
hidratos complejos constituian todo un desafio (los carbohidratos son
compuestos que contiene carbono, hidrégeno y oxigeno, que incluyen
los denominados “monosacaridos” como la glucosa, disacaridos como
la mencionada sacarosa, y polisacaridos como el almidoén). El problema
era que, para las moléculas pequeiias, la ionizacién se basaba en coli-

17 Un poco de cultura quimica: los terpenoides son compuestos de estructura muy
diversa que se encuentran en aceites esenciales provenientes de material vegetal,
como por ejemplo la cdscara de limén. Por su parte, dentro de la amplia familia
de los esteroides encontramos compuestos como el medidtico colesterol y otros un
poco menos renombrados, tales como la testosterona, el estradiol y la progesterona.
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siones en fase gaseosa entre la molécula y una particula cargada; no se
habia todavia ideado cémo llevar moléculas grandes a fase gaseosa sin
que estas se fragmentaran y se descompusieran. Un gran nimero de
técnicas habian sido ensayadas, pero ninguna funcionaba del todo bien.
Hasta que, en 1988, los métodos de ionizacién ESI y MALDI hicieron su
entrada triunfal en el escenario de la EM casi simultdneamente. Estas
técnicas de ionizacion revolucionaron la EM al permitir que la preci-
sion, sensibilidad y elegancia de la técnica estuvieran disponibles para
el estudio de biomoléculas y sus reacciones. Aun hoy son las formas do-
minantes de ionizaciéon de macromoléculas; bien puede afirmarse que
estas técnicas de ionizacion, en palabras de John Fenn, les dieron alas a
los elefantes moleculares.

Fenn realiz6 los trabajos de desarrollo de ESI en la Universidad de
Yale. El siempre reconocié la importancia de los trabajos pioneros de
Malcom Dole, quien, en 1968, habia demostrado que, disolviendo
sustancias no volatiles en solventes volatiles y produciendo gotas alta-
mente cargadas de estas soluciones, la evaporacion del solvente dejaba
iones intactos del soluto en fase gaseosa. Este trabajo fue la semilla
que, luego de un largo periodo de germinacién, finalmente fructifi-
c6 en el articulo fundacional publicado en la revista Science en 1989
(Fenn, Mann, Meng, Wong y Whitehuose, 1989) y en el posterior desa-
rrollo comercial de miles de instrumentos provistos de una fuente de
ionizacién ESI (uno de estos instrumentos se encuentra actualmente
en el Laboratorio N° 1 del CEMET, lo cual contribuye al desarrollo de
nuestras tareas de investigacion).

Antes de llegar a este éxito pasaron cosas. En 1982, Masamichi Ya-
mashita (japonés) se unié al grupo de Fenn como alumno del posdoc-
torado y en poco tiempo ensambld lo que fue realmente el primer es-
pectrémetro de masa con fuente ESI a partir de piezas sueltas de un
primitivo aparato de haz molecular, aparato que Fenn se resistia a tirar
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a la basura -segtin él mismo por su ascendencia escocesa: “no tires lo
que no quieres” (Fenn, 2003: p. 3888)-. Este aparato incluia un viejo
cuadrupolo cuyo limite superior de m/z era de solo 450. Con ese instru-
mento obtuvieron espectros de distintos componentes de una tableta de
vitamina B, tales como las vitaminas B1 y B6, sustancias termosensibles
que no pueden estudiarse mediante los métodos de ionizacién mas co-
munes. Posteriormente, el grupo de Fenn consigui6 el préstamo de un
cuadrupolo usado que podia medir iones de m/z hasta 1.500 por parte
de la empresa britanica VG Analytics.”® Este cuadrupolo fue incorpora-
do en un nuevo sistema disefiado y ensamblado por Craig Whitehouse.
Con este nuevo instrumento pudieron analizar péptidos ciclicos como
la ciclosporina A y la gramicidina S, y de ahi al andlisis de péptidos
naturales y proteinas fue un abrir y cerrar de ojos.

Con estos ultimos compuestos, hacia fines de 1987, ya habian con-
seguido resultados promisorios. La interpretacion de los espectros de
las proteinas que analizaron, por ejemplo, el citocromo C, se dificultaba
por la presencia de picos multiplemente cargados para la misma especie.
Esta dificultad fue resuelta en poco tiempo por otro alumno de docto-
rado de Fenn, Matthias Mann (alemdn), quien desarrollé un algoritmo
con el cual podia calcularse facilmente la masa molecular de la proteina.
Estos resultados fueron presentados por primera vez en la trigésimo sex-
ta Conferencia en Espectrometria de Masa y Topicos Relacionados de la
American Association for Mass Spectrometry (ASMS) en junio de 1988,
en San Francisco, frente a una audiencia escasa y poco participativa. Sin
embargo, cuando estos resultados fueron publicados en 1989 desataron
una catarata de publicaciones en el tema y dispararon lo que se ha llama-
do con toda propiedad “la revolucion del electroespray”.

18 Que luego se transformaria en Micromass Ltd. para finalmente ser absorbida por
Waters.
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FiguraN.°19. John Fenn. Figura N.° 20. Franz Hillenkamp (izq.) y Michael Karas (der.).

Fuente: Wikimedia. Fuente: reproducida con permiso de Griffiths, J. (2008).
A Brief History of Mass Spectrometry. Analytical Chem-
istry, 80 (15), pp. 5678-5683. Copyright (2008) American
Chemical Society.

Por la misma época, Franz Hillenkamp y Michael Karas (alemanes),
primero en la Universidad de Frankfurt y luego en la de Miinster, es-
taban desarrollando una técnica muy diferente para resolver el mismo
problema de ionizar proteinas. La técnica MALDI naci6 de la experien-
cia de Hillenkamp con un analizador de masa con microsonda laser.
El grupo de investigacion de Hillenkamp estaba intentando mapear
la distribucion espacial de iones calcio en células de musculo cardiaco
mediante esa microsonda, pero las senales del fondo dificultaban la in-
terpretacion de los espectros. Hillenkamp cuenta que ese fondo parecia
tener cierto tipo de patron general y €l supuso que deberian ser frag-
mentos i6nicos de la matriz organica. Entonces cambiaron la matriz
organicay observaron un cambio en el patrén general. Esa observacion
le dispard la idea de que quizas se podrian generar iones de molécu-
las organica con la microsonda laser (Griffiths, 2008). Cuando Karas
se unio al grupo de Hillenkamp comenzaron a desarrollar un estudio
sistematico de la desorcion laser de moléculas organicas pequenas.

La observacion clave provino del estudio de una mezcla de dos ami-
nodcidos -triptofano y alanina-, cuando descubrieron que a un valor de
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energia del laser suficiente para generar iones de triptofano también se
obtenia una senal para alanina, la cual cuando era observada en solita-
rio necesitaba mucha mas energia del laser. En palabras de Hillenkamp,
el triptofano estaba llevando a cuestas a la alanina; dicho de otra mane-
ra, de algiin modo el aminoacido triptofano facilitaba la ionizacion del
aminodacido alanina. Estos datos fueron inspiradores, y de alli en mas
fue todo trabajo duro hasta encontrar una matriz organica apropiada
que hiciera volar las proteinas.

Finalmente, Karas y Hillenkamp publicaron sus descubrimientos
(Karas, Bachmann y Hillenkamp, 1985; Karas y Hillenkamp, 1988) y
acufaron el nombre “MALDI”. Sin duda alguna, MALDI y ESI consi-
guieron abrir la EM a todo un nuevo grupo de investigadores de diver-
sas disciplinas de la biologia, haciendo que la técnica fuera mucho mas
accesible para el usuario estindar no especialista en EM. Estos dos mé-
todos, que siguen siendo los métodos de eleccion para ionizar péptidos
y proteinas, son competitivos y complementarios. Muchos problemas
analiticos pueden resolverse con cualquiera de ellos. Pero cada uno tie-
ne sus fortalezas y debilidades. Por ejemplo, es mucho mas facil acoplar
ESI con técnicas de separacion cromatograficas como la cromatografia
de liquidos. Por otro lado, MALDI es mucho mas tolerante a contami-
nantes tales como las sales o los detergentes.

Un poco més de una década después de los primeros vuelos pro-
teicos, hacia el 2000, como bien cuentan Hillenkamp y Karas (2000),
MALDI ya era todo un éxito; habia llegado a su madurez plena. De ser
una técnica que se discutia en sesiones poco numerosas fuera de los
horarios centrales de los congresos cientificos, se habia transformado
en uno de los centros de atraccion y discusion en practicamente todas
las conferencias en EM de la época, y crecientemente también en los
simposios de bioanalitica. Mds ain, miles de instrumentos con MALDI
como método de ionizacién podian encontrarse en laboratorios aca-
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démicos e industriales, y muchos cientificos contaban con esta técnica
para el desarrollo de sus diversos proyectos individuales.

Al presente, las aplicaciones de MALDI se han extendido hacia terri-
torios impensados pocos afios atrds, en particular hacia la arena de la
biomedicina. Presentaremos estas aplicaciones con cierto detalle mas
delante, pero ahora podemos mencionar un par de ejemplos. Los la-
boratorios de analisis clinicos estin usando MALDI para identificar
bacterias mediante espectros de masa que muestran proteinas, fosfoli-
pidos y lipopéptidos ciclicos representativos de cada especie bacteriana.
Otra aplicacion biomédica innovadora y en pleno desarrollo de MALDI
se encuentra en el registro de imagenes por EM (Imaging Mass Spec-
trometry, por sus siglas en inglés, IMS). Mediante esta metodologia se
puede investigar el contenido y la distribucién de moléculas enddgenas
y exogenas directamente de cortes de tejido; por ejemplo, es factible
el mapeo de la evolucion de los perfiles de numerosos biomarcadores
potenciales incluyendo proteinas, péptidos y lipidos, mientras se man-
tiene una alta correlacion entre las imagenes moleculares y los analisis
histolégicos (Thomas et al., 2013).

Curiosamente, los inventores del método MALDI, Franz Hillenkamp
y Michael Karas, no fueron galardonados con el Premio Nobel en Qui-
mica, como si lo fue John Fenn, el otro artifice de la revolucién biolo-
gica en la EM. En 2002, una mitad del Premio Nobel en Quimica fue
asignada y distribuida por partes iguales a John Fenn y Koichi Tanaka
(japonés). Claramente Fenn fue premiado por su trabajo en ESI; y Ta-
naka reconocido por su método de ionizacién de proteinas por desor-
cion laser. Tanaka fue el primero en mostrar que las proteinas grandes
podian ser ionizadas, analizadas y detectadas usando desorcion laser.
Sin embargo, el método de Tanaka tiene algunas diferencias sustanti-
vas con MALDI. A pesar de que ambos métodos usan un laser para la
ionizacion, en MALDI una matriz orgdnica, usualmente un compuesto

APLICACIONES BIOMEDICAS DE LA ESPECTROMETRIA DE MASA 91



aromatico (esta familia de compuestos incluye entre sus miembros mas
notorios al benceno y al tolueno), absorbe la energia del laser y transfie-
re parte de esta al analito. En cambio, el método de Tanaka emplea una
suspension de nanoparticulas metdlicas en glicerol para este propdsito.
En MALDI, el analito se mezcla con la matriz y estd sumergido en esta;
en el método de Tanaka, el analito se asienta en la superficie de las na-
noparticulas. Por muchas razones, incluyendo su mayor sensibilidad
comparada con la del método de Tanaka, MALDI fue el método que la
comunidad de EM adopté masivamente. Entonces, ;por qué el comité
del Nobel no reconocié6 a Hillenkamp y Karas si, como se menciond, al
inicio del siglo XXI, MALDI era el método abrumadoramente victorio-
s0?, ;por publicar su método muy poco después de la publicacion del
método de Tanaka? No parece muy justo. La realidad es que las técnicas
descriptas y desarrolladas por Karas y Hillenkamp son las que todo el
mundo usa hoy en dia, y no las de Tanaka. Sin dudas, se concuerda con
Matthias Mann en que es importante que la comunidad de investiga-
dores y usuarios de la EM reconozca la relevancia y trascendencia del
trabajo en MALDI, a pesar de la clamorosa omision del comité Nobel
(Grifhiths, 2008).

3.3. Siglo XXl, el senor de los anillos habita
en el Planeta Orbitrap

Planeta Orbitrap es el sitio web de la empresa Thermo Fisher Scien-
tific donde se puede encontrar literatura y aplicaciones sobre los espec-
trometros de masa basados en el analizador Orbitrap. Este analizador,
el primero y hasta ahora unico analizador del siglo XXI, fue bautizado
Orbitrap por su creador, el “sefior de los anillos” Alexander Makarov
(ruso). Desde 2005, aiio de la salida al mercado del primer instrumen-
to basado en Orbitrap, al presente, se ha desarrollado una variedad de
instrumentos basados en este analizador para un amplio abanico de
aplicaciones. Estas incluyen analisis de rutina y de cuantificacién como
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también desafios analiticos complejos que van de la protedmica a la
identificacion y caracterizacion estructural. Los origenes del analizador
Orbitrap pueden ubicarse en el principio de la trampa orbital introdu-
cida en 1923 por Kingdon. El desarrollo del primer analizador de masa
Orbitrap estuvo empujado por la necesidad de construir un espectrd-
metro novedoso que superara las limitaciones de instrumentos previos.
Entre las limitaciones, podemos mencionar la complejidad, el tamafio
y el alto costo de inversiéon y mantenimiento de los analizadores de re-
sonancia de ion ciclotrén por transformada de Fourier (Fourier Trans-
form Ion Cyclotron Resonance, por su sigla en inglés: FT-ICR), la baja
sensibilidad, el bajo rango dinamico'y, en esa época, la baja resolucion
de los analizadores de tiempo de vuelo; ademas de la limitada exactitud
de masa de los analizadores de trampa de iones.

Como se menciond, cuando los iones ingresan al Orbitrap experi-
mentan un campo eléctrico no estatico cuyo incremento los comprime
hacia el electrodo central, y alli realizan una oscilacién axial de trayec-
toria en forma de espiral donde los paquetes de iones de cada valor de
m/z se extienden sobre la coordenada angular, formando en consecuen-
cia anillos rotantes. Llegamos asi a 2005, cuando la empresa Thermo
Electron (actualmente Thermo Fisher) introduce el espectrometro de
masa LTQ Orbitrap, el primer instrumento comercial en incorporar
un analizador de masa Orbitrap, cuyo disefio original incorporaba una
trampa de iones lineal seguida del analizador Orbitrap (Eliuk y Maka-
rov, 2015). Con este instrumento podian registrarse espectros de masa
simples (EM) y en tandem (EM/EM) utilizando el Orbitrap para maxi-
ma resolucién y exactitud de masa, o la trampa de iones para mayor
sensibilidad y velocidad.

19 El rango dindmico es el rango de concentraciones en el cual la presencia de un
analito genera una respuesta medible por un instrumento.
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Desde 2005 al presente los avances en el desarrollo de la tecnologia
Orbitrap han continuado incesantemente, motivados por las necesida-
des y los deseos de la amplia comunidad de profesionales y cientificos
que diariamente practican el arte de la EM para resolver problemas
analiticos o realizar nuevos descubrimientos cientificos. Por todo esto,
Makarov y su grupo de trabajo estan convencidos de que el horizonte
para el desarrollo de futuras aplicaciones de la tecnologia Orbitrap es
amplio y estd en expansion.

3.4. ;Fin de la historia?

En suma, toda esta rica historia, que incluye los aportes de innume-
rables investigadores (algunos de los cuales estan mencionados breve-
mente en la tabla 1) y, por supuesto, la copiosa produccion del propio
Fred McLafferty a lo largo de su extensa carrera, sumada al vigoroso
desarrollo actual de la disciplina, demuestran que las dotes predictivas
de McLafferty eran totalmente opuestas a su capacidad como investi-
gador y docente. En 1956, cuando estaba considerando abandonar la
investigacion en EM, uno de sus amigos le preguntd: “;Y? ;Qué tal la
espectrometria de masa?”, a lo que McLafferty contesté: “Bueno, me
parece que ya se desarroll6 hasta donde podia llegar” (Griffiths, 2008: p.
5681). Por el contrario, pareciera ser que a la EM le cabe una adaptacion
del eslogan que recordaba Fenn en su Conferencia Nobel: “las tareas
dificiles se pueden completar rapidamente; las imposibles demoran un
poco mas” (Fenn, 2003: p. 3893).
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Tabla 1. Otros avances importantes en instrumentacion en EM
del siglo XX

Qué Quién Cuando

Primera fuente de impacto electrénico ~ Arthur Dempster 1918
(solidos)

Primera fuente de impacto electronico ~ Walker Bleakney 1929
(gases)
Analizador de tiempo de vuelo (TOF)  William Stephens 1946

Analizador de cuadrupolo y trampa de ~ Wolfgang Paul 1953
iones cuadrupolar

Ionizacién quimica Frank Field 1966
Analizador de masa de triple Richard Yost y 1978
cuadrupolo Christie Enke

Fuente: elaboracién propia.
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CAPITULO 4 |

La espectrometria de masa
en el ambito de la biologia y la salud

Las aplicaciones de la EM en el mundo de la biologia y la bioquimica
clinica florecieron en la década de 1980 del siglo pasado. Sin embargo,
sus inicios pueden establecerse unos 40 afios antes con el uso del carbo-
no-13 como trazador para estudiar procesos de produccion de dioxido
de carbono en animales. Desde esos tiempos, los avances tecnoldgicos
aumentaron el rango de sustancias que podian ser ionizadas y el rango
de masas medibles, lo cual diversifico, por lo tanto, las aplicaciones de
la EM en la biologia y la salud humana. Como ya relatamos, en 1956
pudieron estudiarse compuestos organicos por primera vez, y de 1959
datan los primeros experimentos de secuenciacion de péptidos y oligo-
nucledtidos por EM. Gracias a las mencionadas investigaciones del gru-
po de John Fenn, la estructura de las proteinas pudo estudiarse por EM
por primera vez en 1990, y la técnica de reconocimiento de la “huella
digital” de la masa de péptidos usada para identificar proteinas por EM
se desarrollé en 1993. Poco tiempo después, la capacidad para identifi-
car proteinas se incrementd aiin mas gracias al desarrollo de programas
informaticos de busqueda de espectros de masa de proteinas en bases
de datos de secuencias de aminoécidos disponibles en la red. Y en 1999
se desarrollaron las técnicas de cuantificacion de proteinas individuales
en mezclas complejas.

En estos dias, la EM se ha convertido en una herramienta vital para la
investigacion en protedmica, ya que provee informacion sobre la iden-
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tidad de una proteina, la cantidad de la proteina presente, y las modi-
ficaciones estructurales que ella puede contener. Actualmente, las apli-
caciones de la EM en biologia y salud humana abarcan campos muy
diversos tales como la deteccidn de trastornos metabdlicos en neonatos,
la comparacion de niveles de expresion de proteinas entre células cre-
cidas en diferentes medios, la determinacion de la biodisponibilidad de
minerales en alimentos, el estudio del metabolismo de firmacos in vivo,
etcétera (Finehout y Lee, 2004).

En el ambito particular de las aplicaciones de la EM en el laborato-
rio clinico, podemos observar una rapida transicion desde los iniciales
ensayos especializados hacia modernas aplicaciones muy amplias de
esta técnica. Asi, llegamos a la conclusion de que la EM ha contribuido
a mejorar de manera significativa la atencion de los pacientes de una
manera rentable. Histéricamente, los impactos principales de la EM en
la bioquimica clinica fueron la confirmacion de analisis de inmunoen-
sayos positivos en el rastreo de drogas hacia 1988, el establecimiento de
la identificacién de errores congénitos en el metabolismo de neonatos
hacia 1990 y el analisis de hormonas esteroidales, tales como la testos-
terona, hacia 1996 (Jannetto y Fitzgerald, 2016). En 1996 también se pu-
blico el primer trabajo sobre la identificacion rapida de bacterias basada
en los espectros de masa obtenidos mediante MALDI-TOF (Holland et
al., 1996). Un breve resumen de la evolucion de la EM en el laboratorio
clinico puede observarse en la figura 21.
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Figura N.° 21. Historia de las aplicaciones biomédicas de la espectrometria
de masa.

Fuente: elaboracién propia.

La evolucion de la EM en biomedicina ha estado dirigida por las
continuas mejoras en las plataformas analiticas, y sostenida en la es-
pecificidad analitica de la tecnologia. Es asi como la identificacién
definitiva de moléculas en el rango de tamafnos que va de decenas de
unidades de masa atomica (moléculas pequenas) a cientos de miles de
unidades de masa atomica (macromoléculas tales como proteinas y
polisacaridos) esta fundamentada en principios diferentes. Por ejem-
plo, las moléculas pequeias son habitualmente identificadas usando
CL-EM/EM. Las identificaciones por esta técnica implican el uso de
un conjunto de parametros analiticos tales como el tiempo de reten-
cion de los analitos, la seleccion de iones precursores adecuados y los
cocientes de iones fragmentos.

En el caso particular de los andlisis de neonatos, las muestras son in-
fundidas directamente en el espectrometro de masa sin pasar por un
sistema de cromatografia y las identificaciones se basan en transiciones
especificas de ion precursor a ion producto. En los laboratorios de
microbiologia, las identificaciones surgen de los patrones de iones ge-
nerados por ablacion laser sobre las proteinas bacterianas. En todos los

APLICACIONES BIOMEDICAS DE LA ESPECTROMETRIA DE MASA 99



casos, la especificidad analitica del ensayo depende de la capacidad
del espectrometro de masa de, como dijimos antes, “pesar en la escala
molecular” determinando el cociente masa/carga (m/z) de los iones
de interés.

Podriamos afirmar que fue un accidente militar el que ayudo a reali-
zar la transicion de la EM desde el laboratorio de investigacion hacia el
laboratorio clinico. En efecto, en mayo de 1981, una aeronave se estrell6
al aterrizar en el portaviones Nimitz de la Armada de los Estados Uni-
dos de Norteamérica, matd a 14 personas e hiri6 a otras 45. Los inmu-
noensayos subsecuentes resultaron en un gran porcentaje de positivos
para metabolitos de marihuana en las muestras de orina del personal
del portaviones. Esto motivo al presidente Ronald Reagan a imponer
una politica de tolerancia cero para las drogas de abuso en las fuerzas
armadas de su pais. Debido al gran nimero de resultados falsos positi-
vos de los inmunoensayos, de uso corriente en esos aios, estos comen-
zaron a ser considerados presuntos hasta ser confirmados por GC-MS.
Pronto se demostrd que los ensayos de rastreo de drogas de abuso por
GC-MS eran efectivos en reducir el nimero de casos positivos, ya que
estos se contrajeron de 18% a 8% en un periodo de 10 afos. Por otra
parte, otros estudios indicaron que este tipo de analisis por GC-MS
también eran rentables (Peat, 1995). Y asi fue como el requerimiento
de la confirmacién por GC-MS condujo al desarrollo de la EM en los
laboratorios de toxicologia; alli la técnica posteriormente se extendio al
monitoreo de compuestos terapéuticos.

Los equipos de GC-MS de uso corriente en los laboratorios bioqui-
micos son instrumentos donde la fuente de ionizacién es una fuente
de ionizacion electronica y los analizadores son cuadrupolos o triple
cuadrupolos. Sin embargo, los instrumentos de EM de relacion isotopi-
ca (EMRI, o IRMS por su sigla en inglés) también han demostrado su
utilidad tanto en el diagnoéstico clinico como en investigaciones bioqui-
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micas y en estudios de autenticidad de alimentos. Esta es una técnica
que mide la abundancia isotdpica relativa de los elementos mediante

instrumentos usualmente conformados de la siguiente manera:
1. Cromatografo de gases, por donde se introduce la muestra.

2. Camara de combustion, que transforma las sustancias organi-
cas en el gas dioxido de carbono.

3. Fuente de ionizacidn electronica, donde el gas es ionizado.
4. Campo magnético que separa los iones.
5. Copas de Faraday donde ocurre la deteccion.

Recordemos que el carbono tiene dos isdtopos estables: carbono-12
y carbono-13, por ende, un equipo de EMRI permite la determinacién
del cociente carbono-13/carbono-12. Este cociente puede ser medido,
por ejemplo, en una muestra de tejido o en un dcido graso especifico
dentro del tejido. En el caso de alimentos, la medicién de este cociente
en miel y en jugo de manzana, puede revelar si estos alimentos han
sido adulterados con jarabe de maiz. Un ejemplo muy interesante en
el mundo clinico es el uso de esta técnica como herramienta para el
diagndstico de enfermedades. En efecto, en 2003 se publicé un trabajo
que demostraba que el andlisis del aliento mediante EMRI permitia el
diagndstico de infecciones con la bacteria Helicobacter pylori en nifios
(Canete et al., 2003).

Hacia los 90, la evidencia de la limitacién de los inmunoensayos fue
extendiéndose desde los analisis toxicoldgicos hacia los andlisis de hor-
monas esteroides, especialmente cuando era necesario medir bajas con-
centraciones de testosterona en mujeres y nifios. Estas limitaciones y
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la creciente familiarizacion de los laboratorios clinicos con la GC-MS
allanaron el camino para el uso de técnicas de GC-MS en la cuantifica-
cion de testosterona y otras hormonas esteroides.

Sin embargo, una limitacién primaria de la GC-MS es que los anali-
tos deben ser volatiles y, por lo tanto, muchos ensayos clinicos necesitan
de diversas etapas de extraccion y purificacién, mas una etapa adicional
llamada “derivatizacion quimica” en la que los analitos se transforman
en especies con la volatilidad adecuada para los analisis subsiguientes.
Estos amplios esquemas de preparacion de muestras requeridos para
los analisis por GC-MS limitaron la aplicacién generalizada de la EM
en el laboratorio clinico dado el bajo rendimiento y alto costo que estos
protocolos implican. Mds adelante en el tiempo, las técnicas de ioniza-
cion a presion atmosférica, tal como la ya descripta ESI, como interfase
entre la CL y la EM/EM, fueron el siguiente avance que permitié que
la EM se transformara en una plataforma viable para aplicaciones de
rutina en los laboratorios clinicos. Efectivamente, las técnicas de ESI
CL-EM/EM eliminaron la necesidad de transformar los analitos en es-
pecies volatiles y, por ende, ayudaron a simplificar los esquemas de pre-
paracion de muestras. Estos esquemas simplificados significaron mejo-
ras en la productividad y menores costos. Por ejemplo, para los ensayos
por GC-MS un técnico demora ocho horas en preparar 50 muestras,
en cambio, esas mismas 50 muestras se pueden preparar en menos de
dos horas para los analisis por CL-EM/EM. Esta simplificacion de los
protocolos de preparacion de muestras ha posibilitado que la EM se
haya convertido en una herramienta analitica rentable en el laboratorio
clinico (Jannetto y Fitzgerald, 2016).

Esta técnica de CL-EM/EM es particularmente significativa en la
caracterizacion de acilcarnitinas en sangre. Estos son compuestos que
pueden ser usados para rastrear desordenes hereditarios en neonatos
en el proceso metabolico de oxidacion de acidos grasos. En este caso, la
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EM es usada para medir el largo de la cadena de las acilcarnitinas (en
otras palabras, el tamafio de esas moléculas) y la abundancia de estas en
sangre. Comparando los espectros de masa resultantes con aquellos de
un infante normal, los médicos pueden diagnosticar si esta presente un
desorden en la oxidacién de acidos grasos y, en algunos casos, pueden
incluso determinar la enzima exacta responsable de la deficiencia (Chace,
Kalas y Naylor, 2002).%°

En el caso particular de los laboratorios de microbiologia, el desarro-
llo de la ionizacion MALDI combinada con los analizadores TOF per-
mitio los analisis rapidos de identificacién de microorganismos. Antes
de la implementacién de MALDI-TOF, los laboratorios de microbiologia
dependian de la tincién de Gram, cultivos, ensayos bioquimicos y ensa-
yos de susceptibilidad. Los ensayos que usan MALDI-TOF, aprobados
por la Food and Drug Administration (FDA, en espafol: Administra-
cién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos), han redu-
cido el tiempo promedio de identificacion de microorganismos en 1,45
dias comparados con las técnicas convencionales (Tan et al., 2012). Estos
autores informaron sobre los ahorros en el laboratorio que estas nuevas
metodologias implican, pero no comentaron sobre los ahorros del siste-
ma de salud asociados a una rapida identificacion de patogenos, los que
probablemente también lleguen a ser sustanciales. Por otro lado, y més
importante, la identificacion rapida de una bacteria patogénica puede
ser la diferencia entre la vida y la muerte en condiciones extremas.

Al presente, la comercializacion de instrumentos de MALDI-TOF
para microbiologia clinica es una realidad, al punto de que existen

20 Como ya se ha mencionado, una enzima en una proteina que funciona como
catalizador de una determinada reaccién bioquimica; es decir, una especie quimica
que permite que la reaccién en cuestion ocurra mds rapida y selectivamente.
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sistemas consistentes en el instrumento de EM en si, software y bases
de datos de microorganismos, de diversas marcas comerciales, apro-
bados por la FDA. La lista de organismos aprobados por la FDA no es
exhaustiva y comprende principalmente bacterias gram-negativas y
gram-positivas y levaduras; sin embargo, también estan disponibles
bases de datos mas amplias para empleo exclusivo en investigacion.
Los usuarios de esta tecnologia pueden construir sus propias bases
de datos de espectros de masa usando cepas relevantes aisladas local-
mente y luego ser rastreadas junto a las bases de datos comerciales.
Como ejemplo de esto, podemos mencionar que la Clinica Mayo ubi-
cada en Rochester (Minnesota, Estados Unidos) ha construido una bi-
blioteca de espectros MALDI-TOF propia, que contiene 1.599 espec-
tros de masa que no estan presentes en las bases de datos disponibles
comercialmente (Patel, 2015). Ademdas de MALDI-TOF, se han desa-
rrollado otras plataformas basadas en EM para la rapida identifica-
cién de microorganismos directamente de muestras bioldgicas. Estas
plataformas emplean ESI para identificar productos amplificados por
PCR con cebadores genéricos. A pesar de que todavia no esta aproba-
da por la FDA, esta aproximacién combina especificidad molecular
con un tiempo de solo ocho horas para la identificacion definitiva del
patégeno (Ecker et al., 2010).

Otras aplicaciones recientes de la técnica de EM MALDI compren-
den la obtencion de imagenes de relevancia clinica. En la practica e in-
vestigacion en patologia, las imagenes obtenidas por MALDI han sido
usadas para identificar proteinas, péptidos, farmacos y sus metabolitos,
lipidos y otros analitos en tejidos. Especificamente, las imagenes MAL-
DI han permitido mediciones multiples, libres de marcadores, de una
amplia variedad de compuestos en secciones de tejidos, preservando al
mismo tiempo la muestra para tinciones histolégicas convencionales.
Como ejemplos, podemos mencionar el mapeo mediante MALDI de
proteinas especificas en tejido cerebral y carcinoma mamario, como asi
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también la obtencion de imagenes a partir de la deteccion de formas
truncadas de la proteina f-amiloide en las placas asociadas a la enfer-
medad de Alzheimer (Seely y Caprioli, 2008).

Las técnicas de imagenes por EM MALDI han sido también aplica-
das a biopsias humanas en colaboracion con patologos en estudios que
apuntan a desarrollar mejores diagndsticos y mejores evaluaciones de
la eficacia de los tratamientos terapéuticos, aspectos vitales en la cre-
ciente drea de la medicina personalizada (McLafferty, 2008). La aproxi-
macién combinada (imagenes MALDI con la histologia convencional)
mantiene la localizacion espacial de los espectros de masa resueltos y, al
mismo tiempo, el software puede ser usado para brindar una microdi-
seccion virtual del tejido mientras se visualizan compuestos individua-
les o grupos de compuestos. Los estudios de imagenes MALDI abar-
can los distintos tipos de tejidos de uso corriente en patologia: tejidos
frescos congelados, tejidos embebidos en parafina y tejidos fijados con
formalina (Jannetto y Fitzgerald, 2016).

Quisiéramos mencionar también otros dos desarrollos de areas de
investigacion en EM clinica que estan muy cerca de trasladarse al dia a
dia del mundo hospitalario. Uno de ellos es el bisturi electroquirurgi-
co, una especie de sonda de electrospray, el cual, buscando marcadores
metabolicos de cancer, testea metabolitos evaporados directamente de
tejidos, ayudando asi al cirujano a decidir durante la operacion si la
remocion de un tumor ha sido completa o no (Balog et al., 2010). La
segunda es la medicién de metabolitos organicos volatiles, indicado-
res de patologias, en el aliento exhalado, como una nueva oportunidad
para la determinacién del perfil metabdlico con la mira en el diagnds-
tico temprano. Como ejemplo de esto, se ha publicado un trabajo que
analiza el aliento de pacientes que sufren de hipertensiéon pulmonar ar-
terial como herramienta de deteccion y clasificacion de esta enfermedad
(Cohen-Kaminsky et al., 2013).
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CAPITULO5 |

La espectrometria de masa como herramienta
de investigacion en los proyectos

en desarrollo en el Instituto de

Ciencias de la Salud de la UNAJ

Nuestro grupo de investigacion se encuentra trabajando actualmen-
te en un proyecto marco, financiado parcialmente por la UNA]J, deno-
minado “Aplicaciones biomédicas de la espectrometria de masa”, que
comprende tres subproyectos (a estos se ha sumado recientemente la
posibilidad de un cuarto), y en otro proyecto relacionado a la meta-
bolémica del SM. Todos ellos légicamente basados en la herramienta
analitica de la EM. En este sentido, el Laboratorio N° 1 del CEMET,
lugar donde desarrollamos nuestras tareas, cuenta con un instrumento
GC-MS de cuadrupolo simple y otro instrumento de UHPLC-MS/MS),
cuyas fotos pueden observarse a continuacion.
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TES

Figura N.° 22. [Fotografia de Figura N.° 23. [Fotografia de Gerardo Caballero].
Gerardo Caballero]. (Florencio (Florencio Varela, 2019) Equipo de UHPLC-MS/MS.
Varela, 2019) Equipo de GC-MS.

Fuente: archivo personal de los autores.

Esto dos instrumentos forman parte del patrimonio del HEC el mo-
derno equipo de UHPLC-MS/MS fue comprado con fondos propios del
HEC. Por su parte, el equipo de GC-MS, como puede verse en la foto, es
un equipo antiguo, reacondicionado con fondos del HEC, conseguido
en 2014 por este equipo de investigacion como donacién por parte de
la antigua Secretaria de Deporte de la Nacidn, luego de perseverantes
gestiones de mas de un afno de duracion ante las autoridades de am-
bas instituciones de aquella época. De esta manera, este instrumento se

consiguio a un costo inferior al 10% de un instrumento nuevo.*

Con el instrumento de GC-MS estamos trabajando en un subproyecto
de deteccion de acidemias organicas en orinas de nifios y en otro sobre

21 Como curiosidad historica, quizés al lector le interese saber que ese instrumento
estuvo prestando servicios en el Laboratorio de Control de Doping de la secretaria
mencionada, plenamente operativo durante los controles de dopaje de los Juegos
Panamericanos llevados a cabo en Mar del Plata (1995) y del Mundial de Voleibol
Masculino realizado en Buenos Aires (2002).
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la determinacion del perfil de acidos grasos en muestras de plasma de
pacientes afectados por alguno de los factores de riesgo del SM. Con
este mismo instrumento trabajaremos en el futuro en el subproyecto de
analisis quimico de oleorresinas cicatrizantes, y en uno nuevo que sur-
gi6 de conversaciones con personal médico del HEC, especializado en
hipertension pulmonar arterial (HPA). El instrumento de UHPLC-MS/
MS esta dedicado principalmente a las tareas del proyecto de metabo-
lémica del SM. Relataremos a continuacion las facetas mas relevantes
de estos proyectos.

5.1. Acidemias organicas

Este subproyecto esta enfocado en el desarrollo de un método ra-
pido de determinacién de acidos organicos en orina por técnicas de
cromatografia de gases acoplada a EM. Los 4acidos organicos, sustancias
solubles en agua, son metabolitos intermediarios de todos los grupos
principales de compuestos presentes en los diversos componentes celu-
lares, tales como aminodacidos, lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos
y esteroides.” La orina contiene cientos de acidos organicos diferen-
tes que provienen de diversas fuentes, las que incluyen el metabolismo
normal y anormal. El analisis por GC-MS de estos compuestos es la
base del diagnostico de errores congénitos del metabolismo de acidos
organicos, trastornos metabolicos comunmente conocidos como “aci-
demias o acidurias orgdnicas”.

22 La denominacién “4cidos organicos” corresponde a compuestos que contienen
cadenas de dtomos de carbono mas hidrégeno y oxigeno en su estructura. Esta
denominacién se utiliza para diferenciarlos de los dcidos minerales como, por
ejemplo, el acido sulfurico o el 4cido fluorhidrico, 4cido este dedicado a aplicaciones
non sanctas por el famoso profesor de quimica Walter White, mas conocido en los
bajo fondos de Albuquerque como “Heisenberg”, de la serie Breaking Bad.
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Estas acidemias estan caracterizadas bioquimicamente por la acu-
mulacién de metabolitos inusuales no presentes en condiciones fisio-
légicas o por la acumulacion de cantidades patoldgicas de metabolitos
normales. Cuando un error congénito del metabolismo bloquea uno o
mas caminos metabolicos, el organismo canaliza los metabolitos inter-
mediarios en exceso por caminos alternativos Y, en el proceso, crea me-
tabolitos y perfiles metabolicos anormales. Estos errores congénitos del
metabolismo comprenden tres mecanismos bioquimicos principales
que pueden derivar en perfiles metabdlicos anormales. En un primer
mecanismo, los metabolitos normales de un camino superior a una via
bloqueada pueden acumularse, como por ejemplo la acumulacién de
dcido glutarico en las acidurias glutdricas. Otro mecanismo es aquel
donde se acumulan los metabolitos normales de vias superiores que no
pueden alimentar una via bloqueada. Un ejemplo es la acumulacion de
uracilo en un nimero de defectos del ciclo de la urea. En el tercer meca-
nismo, se forman metabolitos anormales cuando los intermediarios en
exceso son dirigidos hacia caminos que usualmente no usan. Ejemplo
de esto es la acumulacion de aloisoleucina en la enfermedad de la orina
con olor a jarabe de arce.

Cualquiera sea el desorden, todos ellos tienen un desarrollo comun,
la ocurrencia de enfermedad aguda con riesgo de muerte en la infancia
temprana o retardo inexplicable del desarrollo con episodios intercu-
rrentes de descompensacion metabdlica en la infancia avanzada. La in-
cidencia de estos trastornos del metabolismo tomados colectivamente
es de uno en mil nacidos vivos. La deteccion temprana de las acidurias
organicas permite, en muchos casos, la implementacion de terapias ade-
cuadas necesarias para evitar las secuelas neuroldgicas permanentes que
estos trastornos metabolicos pueden ocasionar (Rinaldo, Hahn y Ma-
tern, 2006). La deteccion rapida de estos trastornos metabolicos median-
te técnicas de GC-MS permite una oportuna implementacion de tera-
pias apropiadas en pos de evitar o mitigar los dafios que ellas ocasionan.
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Resulta entonces esencial contar con un método rapido de analisis que
haga posible la entrega de resultados en el menor tiempo posible desde la
recepcion de la muestra por parte del laboratorio. Por esta razon, nues-
tro grupo apunta a acortar el tiempo de analisis global de los procedi-
mientos de literatura, en uso en la practica clinica de rutina.

La metodologia de estudio de los acidos organicos en muestras de
orina comprende un procedimiento de tres etapas:

1. Aislamiento y separacion de los dcidos organicos de la muestra
fisiologica.

2. Transformacion, por derivatizaciéon quimica, de los acidos or-
ganicos en compuestos mas estables y volatiles.

3. Separacion e identificacion por GC-MS de los compuestos de-
rivatizados.

Los acidos organicos producto del metabolismo normal y patologico
son sustancias débilmente acidas, que a los valores normales de pH de
la orina se encuentran solubilizados en agua en forma de sales. Para
poder extraer estas sustancias con un solvente organico (inmiscible
con agua), se debe previamente acidificar la orina. De esta manera se
consigue aislar los acidos organicos, separandolos de todos los demas
componentes solubles en agua de la orina. Los acidos organicos como
tales son sustancias polares, sensibles a altas temperaturas y de baja vo-
latilidad, poco aptas para el analisis por cromatografia de gases, técnica
analitica que se aplica a sustancias de volatilidad media a alta. Por esta
razon, los acidos organicos deben ser transformados quimicamente en
compuestos de mayor estabilidad térmica y mayor volatilidad (tales
como éteres de sililo, compuestos que contienen silicio en su estructu-
ra) previamente a su analisis por cromatografia de gases.
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La muestra extraida de orina y transformada quimicamente como
se describi6 contiene unos 30 a 40 compuestos diferentes. Estos pue-
den ser separados por el cromatografo de gases, que cuenta con una
columna capilar por donde fluyen los componentes de la mezcla impul-
sados por el gas de transporte (helio). La columna capilar contiene una
muy fina capa (décimas de micrémetros) de una sustancia polimérica
que interactuia selectivamente con los componentes de la mezcla, lo que
permite la separacion progresiva de estos componentes a medida que
avanzan por la columna. El cromatdgrafo de gases esta acoplado a un
espectrometro de masa, de manera tal que los componentes de la mez-
cla separados por el cromatdgrafo ingresan de a uno por vez a la fuente
del espectrometro de masa. En la fuente, se genera un conjunto de iones
mediante el método de ionizacidn electrénica de cada una de las espe-
cies que ingresan a la fuente. Este conjunto de iones esta compuesto por
el ion molecular, el que permite determinar el peso molecular del com-
ponente individual, y por una variedad de iones fragmentos de menor
masa que el ion molecular. Todos estos iones son, luego, expulsados de
la fuente de iones mediante la aplicacién de un voltaje de aceleracion
y se dirigen al analizador del espectrometro de masa (un cuadrupo-
lo), donde son barridos secuencialmente, y se obtiene asi el espectro de
masa junto con el tiempo de retencion de la sustancia (el tiempo al cual
la sustancia es detectada).

Recordemos que el espectro de masa de una sustancia individual es
una especie de “huella digital”, donde en primera instancia se buscan
los dos iones mas significativos del espectro: el ion molecular (ion que
permite la determinacién del peso molecular de la sustancia) y el pico
base (el ion mas abundante del espectro). El analisis de estos iones y del
conjunto de iones que constituye el espectro de masa, mas el dato de
tiempo de retencion, nos permiten la identificacion de la estructura de
la sustancia por busqueda en biblioteca de espectros guiada por la in-
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terpretacion manual de los espectros por parte del analista. La interpre-
tacion manual es crucial para verificar que la asignacion de estructuras
propuesta por el software de busqueda sea quimicamente logica.

Los espectros de masa son univocos de cada sustancia individual
porque la formacién de un determinado conjunto de iones sigue un pa-
trén logico de reacciones quimicas de descomposicion en fase gaseosa
(la fase en la que se encuentra las sustancias a lo largo de todo su reco-
rrido por un equipo de GC-MS) que depende de la estructura molecu-
lar de cada una de las sustancias. Estos espectros de masa se obtienen
por un barrido completo del cuadrupolo analizador dentro de un rango
de masas prefijado por el operador. Alternativamente, el cuadrupolo
analizador puede sintonizarse para que deje pasar solo dos o tres iones
representativos de cada compuesto individual —~usualmente el ion mo-
lecular y el pico base mas otro ion abundante-, método conocido como
“monitoreo selectivo de iones” (Selected Ion Monitoring, por su sigla en
inglés: SIM). Esta técnica permite detectar sustancias de estructura co-
nocida con mayor sensibilidad que el método del barrido completo del
rango de masas. Por ejemplo, si el método de barrido completo permite
detectar una sustancia cuya concentracion en orina es del orden de los
cientos de nanogramos por mililitro de orina, el método SIM puede
detectar 1 ng por ml, o menos, de la misma sustancia.

Por otra parte, el conjunto de iones pertenecientes a una determi-
nada especie quimica es registrado durante todo el tiempo que reside
en el espectrometro de masa, lo que genera asi una sefal de forma de
campana cuya area se calcula. Esta drea es proporcional a la cantidad
de la sustancia presente originalmente en la orina, de manera que con
calibradores adecuados puede tenerse un valor de concentraciéon de la
sustancia en orina (mg/l, por ejemplo), valor que rapidamente puede
asociarse a condiciones normales o patologicas del metabolismo.
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Los métodos de analisis de acidos organicos en orina actualmente
existentes hacen uso de dos etapas de extraccién con solvente organico
para el aislamiento y la separacion de los acidos organicos de la muestra
de orina (que implica hasta dos horas de reaccion en la etapa de deri-
vatizacion de los acidos organicos) y un programa de cromatografia de
gases de 67 minutos de duracion (Jones y Bennett, 2010). Estos tiempos
nos parecieron excesivos, por lo que nuestro trabajo de investigacion se
enfoco en estudiar alternativas al protocolo estandar de analisis de aci-
dos organicos en orina que resultaran en una metodologia optimizada
de menor tiempo de duraciéon por muestra desde el inicio de la prepara-
cion hasta el informe final.

Al presente, hemos conseguido resultados alentadores. Trabajando
con una serie de acidos organicos naturales accesibles comercialmente,
pudimos reducir significativamente el tiempo total de preparacion de
las muestras y el tiempo propio del analisis por GC-MS. En efecto, por
un lado, demostramos que solo es necesaria una etapa de extraccion de
los acidos organicos de las muestras de orina y que 30 minutos de reac-
cion son suficientes para transformar completamente los acidos organi-
cos en sus derivados aptos para el analisis por cromatografia de gases.
Asi, el tiempo total del andlisis por GC-MS fue reducido de 67 a 33 mi-
nutos, sin sacrificar resolucion cromatografica. Disponemos ahora de
una pequena base de datos con los tiempos de retencion y los espectros
de masa de un conjunto de acidos organicos normalmente excretados
en orina. Estos espectros de masa proveen los valores numéricos de las
masas del ion molecular y del pico base. Este conjunto de datos de cada
sustancia (tiempo de retencion, ion molecular y pico base) nos permi-
tird la construccion de un método de EM SIM. Adicionalmente, con el
software de procesamiento de datos tomaremos esos datos caracteristi-
cos de cada sustancia para armar un reporte constituido por un con-
junto de pares de ventanas (un par por cada compuesto individual, una
ventana para el ion molecular, la otra para el pico base). En este con-
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junto, cada par estara centrado al valor del tiempo de retencion de cada
componente individual de la mezcla. Este tipo de informe acelera la ins-
peccion manual de los cromatogramas individuales correspondientes a
las muestras bajo estudio y facilita, de esta manera, el analisis completo
de un conjunto numeroso de muestras en tiempos muy cortos.

Una vez puesta a punto esta tltima parte de la metodologia analiti-
ca, estimamos una reduccion significativa, dos o tres horas, del tiempo
total del procedimiento analitico respecto a métodos similares publi-
cados en literatura y actualmente en uso por diversos laboratorios de
andlisis clinicos.

5.2. Lipidomica del sindrome metabdlico

El SM es una entidad clinica altamente prevalente caracterizada por
una combinacién de cuatro factores de riesgo (diabetes tipo 2, disli-
pidemias, obesidad central e hipertension arterial; a los cuales se ha
agregado recientemente un nuevo fenotipo: la enfermedad del higado
graso de etiologia no alcohdlica) que suele desembocar en enferme-
dad cardiovascular. De estos factores de riesgo, la dislipidemia puede
diagnosticarse mediante analisis de rutina de los niveles de colesterol y
triglicéridos. Sin embargo, el creciente nimero de personas con enfer-
medades metabodlicas demanda estudios més detallados de los lipidos,
tanto para propdsitos de diagndstico como para control de la eficacia de
tratamientos terapéuticos.

Dentro del conjunto de lipidos se encuentran los acidos grasos, lla-
mados asi porque se obtienen mediante reacciones de hidrdlisis de
sustancias grasas. Estos compuestos se encuentran formando parte de
lipidos complejos o, también, libres en circulacion por sangre. Estos aci-
dos grasos libres provienen de diversas fuentes: dieta, liberacion desde
tejido adiposo y biosintesis (es decir, sintesis en el propio organismo a
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partir de compuestos mas simples). Se sabe que los niveles y el perfil de
los acidos grasos plasmaticos estan relacionados a ciertos factores de
riesgo asociados al SM. Por ejemplo, la mayoria de las personas obesas
tienen altos niveles plasmaticos de acidos grasos libres, debido a una
mayor liberacion desde el tejido adiposo expandido. El aumento a largo
plazo en los niveles plasmaticos de dcidos grasos libres finalmente in-
hibe la accion antilipolitica de la insulina, lo cual incrementa mds aun
la velocidad de su liberacion a la circulacién y contribuye al desarrollo
de resistencia a la insulina y al desarrollo de diabetes de tipo 2 (Boden,
2006). Sin embargo, no todos los tipos de dcidos grasos contribuyen
igualmente a la alteracion sistémica de la accion de la insulina, ya que la
grasa rica en dcidos grasos saturados promueve resistencia a la insulina,
pero los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados la reducen
(Riccardi, Giacco y Rivellese, 2004).

A su vez, en la categoria de lipidos esteroles esta el colesterol, el mas
abundante de los esteroles plasmaticos, que existe tanto libre como es-
terificado con acilos grasos; habiéndose encontrado en plasma mas de
veintidos especies diferentes de ésteres® de colesterol (Quehenberger
et al., 2010). El plasma humano contiene también campesterol y sitos-
terol, los cuales no son sintetizados en humanos, sino que provienen
enteramente de la dieta de origen vegetal. En personas normales, estos
esteroles vegetales estan presentes solo en pequenas cantidades (ya que
el colesterol es mas del 99% de todos los esteroles circulantes), pero en la
sitosterolemia, los niveles en plasma de esteroles vegetales estan marca-
damente elevados. En estos casos se hace necesario un panel completo
de esteroles plasmaticos para determinar el diagnéstico diferencial y

23 Quizas el lector se pregunte qué es un éster. Un éster es un compuesto formado por
carbono, hidrégeno y oxigeno, producto de una reaccion entre un acido organico y
un alcohol.
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seleccionar el mejor tratamiento. Otro esterol de relevancia terapéutica
presente en el plasma normal es el latosterol, precursor biosintético del
colesterol. El latosterol puede tener valor diagnostico como indicador
de la sintesis corporal de colesterol (Bjorkhem et al., 1987), ya que el
latosterol se encuentra solamente en circulacion, pero el colesterol total
es la suma del colesterol sintetizado por el propio organismo mds el
colesterol de origen dietario.

En este subproyecto, nos propusimos el estudio cualicuantitativo del
perfil de acidos grasos libres y totales en muestras de plasma de indi-
viduos del grupo con factores de riesgo y del grupo control median-
te técnicas de GC-MS. Para esto, organizamos el perfil global en las
subclases de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsatu-
rados. Hemos planteado la hipdtesis de que los distintos fenotipos del
SM presentaran perfiles lipidicos diferentes. Asimismo, en una etapa
posterior estudiaremos el perfil cualicuantitativo de esteroles libres y
totales en muestras de plasma de ambos grupos mediante técnicas de
GC-MS. Los datos globales del grupo control permitiran tener valores
de referencia de poblacion sana del area metropolitana, y se evaluara si
el perfil global de esteroles, en particular la concentracion del latosterol,
permite discriminar entre individuos de ambos grupos.

Para el analisis de acidos grasos en plasma, en primer lugar, he-
mos trabajado exitosamente con una muestra de 37 ésteres metilicos
de 4cidos grasos comerciales, y logramos una efectiva separacion por
cromatografia de gases y una completa identificacion por EM de cada
uno de los 37 compuestos. El uso de los ésteres metilicos en vez de los
acidos grasos como tales es practica usual en los trabajos de andlisis
de lipidos, ya que los primeros poseen mejores propiedades croma-
tograficas que los segundos y, por lo tanto, pueden ser separados con
mayor facilidad.
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La transformacion quimica de acidos grasos en sus ésteres meti-
licos es también relativamente simple: se consigue por reacciéon con
metanol, en presencia de cantidades infimas de acido clorhidrico ca-
lentado a 100 °C durante unos 60 minutos. Asimismo, la extraccion
y transformacién en sus ésteres metilicos de todos los acidos grasos
presentes en una muestra de plasma, tanto los ligados a lipidos com-
plejos como los libres en circulacion, se consigue también con relativa
facilidad por un protocolo similar al recién descripto. Este protocolo
aplicado a una muestra de plasma posibilita la metilacion de los aci-
dos grasos libres y también la metilacion de los acidos grasos ligados a
lipidos complejos mediante una reacciéon quimica denominada “tran-
sesterificacion”. Ahora una aclaracién: una transesterificacion (pala-
bra un poco complicada de pronunciar) es una reacciéon quimica de
transformacion de un determinado tipo de éster en otra clase de éster,
es decir, permite la conversion de un éster complejo en uno simple y
viceversa. Volviendo al protocolo, la reaccién de metilacion de todos
los acidos grasos la conseguimos disolviendo la muestra de plasma en
un exceso de metanol que contiene acido clorhidrico y calentado esa
solucion como se describi6 arriba.

Una vez concluida la reaccién quimica, agregamos hexano al medio
de reaccién, un solvente inmiscible con agua y metanol que consigue
la extraccion de los ésteres metilicos desde la fase acuosa hacia la fase
hexano (el hexano es un hidrocarburo de estructura y comportamien-
to fisico-quimico similar a muchos de los compuestos presentes en las
naftas). Esta fase hexano asi obtenida es la que luego se inyecta en el
instrumento de GC-MS. Mediante este protocolo hemos llegado a ana-
lizar satisfactoriamente una serie de muestras de plasma de voluntarios
sanos y logramos identificar unos 19 ésteres metilicos de dcidos grasos
presentes. Terminado esto, comenzamos el desarrollo de la parte fi-
nal del protocolo: la puesta a punto de la metodologia de integracion
de las sefales de cada uno de estos ésteres (es decir, la determinacion
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de su area), que permite la posterior cuantificacion de estos analitos.
En eso estamos, pero...

Pero, todo puede fallar, como decia aquel célebre ilusionista televisivo.
Y en nuestro mejor momento comenz6 a fallar el software operativo del
instrumento de GC-MS. Nuestros vaivenes con este software son largos
y hasta aburridos, pero un breve relato quizas ayude al lector a com-
prender mejor ciertas peripecias habituales en el dia a dia de la activi-
dad cientifica y hasta qué punto la informatica esta comprometida en
la ciencia actual. Como deciamos, este instrumento corresponde a un
modelo de los 90, el cual, si bien es robusto, solo puede ser operado con
una version también antigua del software propio de Agilent (la empresa
en la que se transformo la antigua Hewlett-Packard), que corre en entor-
nos Windows hoy en dia obsoletos (Windows 2000 y XP). Y para nues-
tro pesar, repentinamente, comenzaron los problemas con el software;
no podiamos hacer correr una secuencia de inyeccion. Este equipo, al
igual que todos los instrumentos modernos de cromatografia acoplada
a EM, esta provisto de un inyector automatico, el cual manipula una
jeringa que logra inyecciones muy precisas de volimenes muy pequeiios
(del orden de los microlitros, es decir, milésimas de mililitro). Entonces,
en un dia normal de trabajo pueden prepararse alrededor de unas 20
0 30 muestras, las que en la etapa final del protocolo son transferidas a
sendos viales de unos 0,5 ml de capacidad, luego colocados en el carru-
sel del inyector automatico. Después, mediante el software, se escribe la
secuencia de inyeccion, es decir, el listado de viales a inyectar con sus
correspondientes nombres de muestra y método de analisis —el que tiene
incorporado todos los parametros operativos del cromatédgrafo de gases
y del espectrometro de masa— y se da comienzo a la secuencia. A partir
de ese momento, el instrumento puede trabajar automaticamente y el
responsable del trabajo puede dedicarse a otra cosa. Por ejemplo, puede
irse a su casa a escuchar buena musica (Beethoven, King Crimson, Mer-
cedes Sosa, Miles Davis, Yes, entre otros) sabiendo, tranquilo y relajado,
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que al dia siguiente tendra todos los andlisis completados, y solo tendra
que dedicarse al analisis de los datos obtenidos. Entonces, sin secuencia
de inyeccion automatica no es posible analizar lotes de muchas muestras
en tiempos razonables, y tampoco es posible obtener resultados repro-
ducibles y precisos. Como deciamos, todo puede fallar, menos la fuerza
de voluntad y la perseverancia. En breve tendremos resuelto el problema
del software y seguiremos adelante con lo planificado.

5.3. Acidos grasos y sus metabolitos
en circulacion. Explorando potenciales
biomarcadores de la hipertension
pulmonar arterial

Este es un proyecto surgido de charlas amenas e informales con per-
sonal médico de Unidad de Neumonologia del HEC, que plantea el pro-
posito de extender nuestra experiencia en analisis de dcidos grasos en
plasma hacia otras patologias, especificamente la HPA. ;Por qué estu-
diar los acidos grasos en el contexto de esta enfermedad? Veamos qué es
lo que se sabe de esta y su relacion con los acidos grasos.

La HPA es una enfermedad compleja multifactorial caracterizada
por un aumento en la resistencia vascular pulmonaria y por procesos de
remodelacion vascular, que conducen a la disfuncion del ventriculo de-
recho (DVD). Existe evidencia creciente de que la DVD observada en la
HPA puede estar asociada con algunos componentes del SM, como por
ejemplo la resistencia a la insulina (Talati y Hemnes, 2015). La relacién
entre la DVD y los metabolitos de acidos grasos/glucosa en la HPA esta
caracterizada por un corrimiento en la utilizacién de fuentes de energia
hacia un incremento en la utilizacién de glucosa y una disminucién del
consumo de acidos grasos. La DVD puede estar causada por un meta-
bolismo de acidos grasos mal adaptado, que resulté de un incremento
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en la absorcion de estos y un desbalance entre la oxidaciéon de acidos
grasos y glucosa en las mitocondrias. Existe también una relaciéon pro-
bada entre los acidos grasos y los procesos inflamatorios, donde las mi-
tocondrias juegan un rol central. Por estas razones, las investigaciones
en lipidos asociados a la HPA podrian abrir un abanico de posibilida-
des en diferentes niveles. No solo permitirian una aproximacién a una
explicacion profunda de los procesos fisiologicos relacionados al desa-
rrollo y a la evolucion de la HPA, sino que también podrian ser la he-
rramienta para el descubrimiento de metabolitos claves de la patogenia.
Estos metabolitos funcionarian como biomarcadores de diagndstico y
seguimiento, brindando una evaluacion mas precisa del tratamiento y
prognosis de la patologia.

Aprovechando la experiencia adquirida en el desarrollo del proyecto
de lipidos en el contexto del SM, y en colaboracién directa con el gru-
po de HPA del HEC, nos hemos propuesto establecer una metodologia
analitica robusta basada en GC-MS para la caracterizacién y cuanti-
ficacion de acidos grasos en plasma de pacientes sanos y de pacientes
diagnosticados con HPA. Planteamos la hipétesis de que la determina-
cion de estos perfiles de dcidos grasos brindard diferencias estadistica-
mente significativas entre ambos grupos en estudio, de las que surgiria
informacion sobre los procesos fisiologicos y metabdlicos asociados a la
HPA. Por otro lado, este andlisis facilitaria el descubrimiento de meta-
bolitos utiles como biomarcadores para el diagndstico y tratamiento de
la HPA. Al presente, el proyecto se encuentra en la etapa de recoleccion
de muestras de plasma de pacientes que sufren algunas de las variantes
de la HPA y de pacientes sanos.

5.4. Metabolomica del sindrome metabélico

El titulo de este proyecto parece un trabalenguas, trataremos de expli-
car en qué consiste con la mayor simpleza posible. Como describimos, la
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metabolomica implica el estudio del conjunto de los metabolitos presen-
tes en algun fluido biolégico (o tejido) de un individuo, sea este sano o
portador de alguna enfermedad. En nuestro caso, la patologia a estudiar
es el SM y el fluido biolégico es el plasma. Entonces, la propuesta es la
utilizacion de la metabolomica para caracterizar el conjunto de metabo-
litos de los fenotipos intermedios del SM con el fin ultimo del descubri-
miento de biomarcadores aptos para diagndsticos y prondsticos, utiles
como indicadores de la eficacia terapéutica de diversos tratamientos.

La meta dltima es producir una comprensiéon mas completa de
cdmo las caracteristicas metabolicas son afectadas por varias condi-
ciones fisiopatoldgicas y emplear tal conocimiento en investigacién
traslacional, es decir, investigacion basica cuyos resultados puedan
ser rapidamente trasladados a la practica clinica. Utilizaremos la téc-
nica de UHPLC-MS/MS con la cual analizaremos muestras de plasma
de pacientes normales (grupo control) y de pacientes con uno, dos,
tres o cuatro de los factores de riesgo asociados al SM. Este trabajo se
plantea como un estudio observacional y prospectivo. Las muestras
se seleccionan de acuerdo con el disefio factorial 2x2x2x2 de los fac-
tores de riesgo metabdlicos. Con este disefo, esperamos ser capaces
de estudiar la asociacion de cada factor de riesgo correspondiente con
los niveles de metabolitos, asi como la asociacién de los niveles de
metabolitos a través de las 16 combinaciones posibles de los cuatro
factores de riesgo.

Este proyecto todavia se encuentra en la etapa de recoleccién de
muestras, pero en breve iniciaremos los ensayos de puesta a punto de
la metodologia de cromatografia-EM con patrones de metabolitos pre-
seleccionados. Dadas las caracteristicas técnicas del espectrometro de
masa, nuestro estudio metabolémico sera direccionado. Luego de esta
puesta a punto inicial, planificamos una etapa siguiente de preparacion
de muestras de plasma. Este serd tratado con metanol para precipitar
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proteinas, y se tomara a continuacion la fase liquida sobrenadante que
contiene el conjunto de metabolitos (hidratos de carbono, aminodci-
dos, 4acidos organicos, etc.). Las muestras asi preparadas seran inyecta-
das en el instrumento de UHPLC-MS/MS, los datos crudos obtenidos
seran filtrados con softwares ad hoc, y los datos asi procesados seran
sometidos finalmente a andlisis estadistico multivariante.
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CONCLUSION |

Esperamos que el lector haya encontrado agradable e interesante
nuestro relato. Quizds, luego de esta lectura, quiera saber mas sobre la
EM, la bioquimica, la metabolomica, las enfermedades raras y los usos
de la EM en estos campos. De ser asi, lo alentamos a seguir leyendo, a
seguir estudiando; y tal vez un dia se convierta en un practicante mas
de este atrapante arte que es la EM. El trabajo diario en esta tecnolo-
gia analitica es desafiante y al mismo tiempo muy estimulante intelec-
tualmente. En algunas situaciones debemos interpretar los espectros de
masa con el objetivo de resolver la estructura quimica del compuesto
que le dio origen. Este proceso es similar a la resolucion de un rompe-
cabezas, juego de ingenio o acertijo l6gico; y la satisfaccion personal
que se logra cuando resolvemos el problema quizas sea parecida a la del
investigador policial cuando encuentra al responsable de un crimen.
Por esto y mucho mds, nos sentimos muy afortunados y agradecidos
de trabajar en lo que nos apasiona. Pero, no solo de EM vive el hombre,
también nos gusta la musica, y de alguna manera la practicamos, como
muchos cientificos de esta y otras disciplinas. En el mundo de la EM,
tenemos el ejemplo de Francis Aston quien era un eximio violinista y
pianista que solia dar conciertos en la Universidad de Cambridge alla
por 1920. Sin embargo, como describimos en algunas partes de este tex-
to, también se requiere temple y perseverancia porque muchas veces los
experimentos no funcionan como uno desea, los insumos necesarios
no llegan en tiempo y forma, los fondos son insuficientes, y los equipos
pueden tener fallas imprevistas en la electronica, en alguna parte meca-
nica o en el software. Nada de esto debe desalentarnos, cuando aparecen
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las dificultades los esfuerzos deben redoblarse. Si nos gusta tanto lo que
hacemos, ;por qué deberiamos rendirnos? No, no esta en nuestro ADN.
Ni en nuestras proteinas ni en nuestros metabolitos. Entonces, cuando
aparecen las dificultades, y a pesar de estar del lado del ecuador donde
la actividad cientifica tiene mas obstaculos, debemos siempre recordar
y ser fieles a las ensefianzas del maestro John Fenn: las tareas dificiles se
pueden completar rapidamente, las imposibles demoran un poco mas.
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La espectrometria de masa es una técnica analitica que ha
revolucionado la quimica en todos sus campos. En los dltimos
anos, diversos avances tecnoldgicos han permitido su incorpo-
racion en dreas de la investigacion biomédica, y en laboratorios
clinicos. Los autores, profesores del Instituto de Ciencias de la
Salud de la UNAJ, la emplean en trabajos de investigacion que
se desarrollan en el Laboratorio N°1 del CEMET del Hospital
El Cruce. En este texto de divulgacion se relatan algunos hitos
en la historia de la técnica, y se presentan los conceptos basicos
para entender como funciona un espectrémetro de masa y qué
informacién brinda. Se explican también algunos conceptos
centrales de la bioquimica hasta llegar a la nueva disciplina de
la metaboldmica, y al mundo de las aplicaciones especificas de
la espectrometria de masa, en la biologia y la salud. Finalmente,
se describen los proyectos de investigacion de los autores, con
énfasis en los estudios de acidemias orgdanicas y lipidémica.
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