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Espectrometria de masas en tandem: una nueva herramienta para el
estudio de la metaboldmica en pediatria

Q.F.B. Cynthia Fernandez-Lainez,* Dra. Marcela Vela-Amieva,* M. en C. Isabel Ibarra-Gonzalez*

Articulo de revisién

RESUMEN

Los recientes avances en tecnologia han revolucionado la manera en que los sistemas bioldgicos se visualizan y se estudian. Los avances
en espectrometria de masas (EM, MS en inglés) han permitido el analisis de proteinas celulares y metabolitos (proteoma y metaboloma
respectivamente) en una escala inimaginable. El término metaboldmica se refiere al estudio, identificacion y cuantificacion de compuestos
de bajo peso molecular en células, tejidos o fluidos biolégicos, producto de las reacciones metabdlicas en los seres vivos, cuya cuantifi-
cacioén proporciona un amplio panorama del estatus bioquimico.

La EM es una técnica analitica que permite la separacion, identificacion y cuantificacion de multiples metabolitos, en diferentes matrices
biolégicas, en un tiempo muy corto y de manera simultanea. En un principio, fue creada para la investigacion, en la actualidad, la accesibi-
lidad a esta tecnologia ha abierto el camino al desarrollo de diversas aplicaciones por ejemplo, andlisis de miles de compuestos presentes
en nuestro organismo, el ambiente, los medicamentos, materiales manufacturados, alimentos, toxicologia y medicina forense.

Una de las aplicaciones mas comunes de la EM es el tamiz neonatal, cuya rapida expansion ha dado pautas para nuevas aplicaciones
en el campo de la metabolémica y representa un modelo para futuros estudios de tamiz en enfermedades que afectan tanto a neonatos
como a adultos.

El objetivo del presente trabajo es explicar los fundamentos de la EM, mencionar algunas aplicaciones clinicas y diagndsticas que la han
convertido en la principal herramienta para el desarrollo de la metaboldmica y dar un enfoque de éstas a la pediatria.

Palabras clave: Espectrometria de masas, tdndem, metabolémica, tamiz neonatal, errores innatos del metabolismo.

ABSTRACT

Recent advances in technology have brought about a revolution in the manner in which biological systems are visualized and queried.
Advances in mass spectrometry (MS) have made possible the analysis of cellular proteins and metabolites (proteome and metabolome
respectively) on a scale previously unimaginable.

The metabolome is defined as the quantitative collection of small molecular weight compounds (metabolites) present in cells, tissues or
organisms which are the final downstream products of metabolic reactions. Quantitative and qualitative measurements of metabolites
provide a broad view of the biochemical status of an organism.

MS is an analytical technique which allows separation, identification and simultaneous quantification of several metabolites, in complex
biological matrices, in a very short period of time. Initially, it was created for research purposes and at the present time their accessibility
has opened the path for the development of various applications such as analysis of several body compounds, the environment, drugs,
food, toxicology and forensics.

Screening of the neonates is the most common application of MS; its fast expansion has set standards for new applications in the metabolomic
area and represents a model for future applications such as screening for different diseases of newborns, pediatric and adult patients.
The objective of the present work is to explain the technical basis of the MS, to mention some of its clinical applications which have con-
verted it into the main tool for the development of metabolomics and to approach different pediatric problems.

Key words: Mass spectrometry, tandem mass, metabolomics, neonatal screening, inborn errors of metabolism.

0s recientes avances en tecnologia han re-

volucionado la manera en que los sistemas

bioldgicos se visualizan y se estudian. Los

avances en espectrometria de masas (MS) han

permitido el analisis de proteinas celulares y metabolitos

(proteoma y metaboloma respectivamente) en una escala
inimaginable. ?

El término metaboldmica se refiere al estudio, la identi-

ficacion y cuantificacion sistematica de compuestos de bajo

peso molecular en ciertas células, tejidos o fluidos bioldgicos

que son producto de las reacciones metabdlicas en los seres
vivos 2. Uno de sus principales objetivos, es identificar cambios
sutiles en los perfiles metabolicos entre sistemas bioldgicos en
diferentes estados fisioldgicos o patologicos. 2

Los componentes del metaboloma pueden entenderse
como los productos finales de la expresion genética y
definen el fenotipo bioquimico de una célula, tejido u orga-
nismo. La cuantificacion de estos metabolitos proporciona
un amplio panorama del estatus bioquimico, que puede ser
utilizado para vigilar y establecer la funcion de un gen. !
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Inicialmente el uso de la MS estaba limitado a labora-
torios de investigacion en fisica y quimica, asi como en las
industrias del petréleo y farmacéutica. Desde la década de
los afios 60 del siglo XX, se ha utilizado también en el area
de la quimica clinica y en los laboratorios de diagndstico. *
Laaccesibilidad a esta nueva tecnologia ha abierto el camino
al desarrollo de diversas aplicaciones. °

¢,Coémo funciona la espectrometria de masas?

La MS permite la separacion, identificacion y cuantifi-
cacion de moléculas, basada en su relacion masa/carga
(m/z), en diferentes matrices (liquidas, solidas), después
de su ionizacioén. &’

De manera simple, los espectrometros de masas se pue-
den describir como “instrumentos que pesan moléculas”,
que son muy pequefias para ser pesadas en una escala
tradicional. Para estimar el tamafio de una molécula de
agua se puede decir que para llenar una cuchara pequefia
se necesitan aproximadamente 60x10% moléculas. Los
espectrometros utilizan una propiedad que poseen todas
las moléculas: la masa. Cada molécula tiene una masa
Unica, por ejemplo, una molécula de agua pesa 3x10%
gramos; la masa de una molécula de cloruro de sodio (sal
de mesa) es 9.6x102 gramos y la de la sacarosa (azlcar
de cafia) es 5.6x1022 gramos.

Para explicar como funciona un espectrometro de
masas, se puede hacer una analogia con una maquina
contadora de monedas: si hay una mezcla de monedas de
distintas denominaciones (que seria equivalente a la masa),
primero las clasifica, en monedas de 10 centavos seguidas
de las de 20 y 50 centavos; posteriormente habria monedas
de 1,2 y 5 pesos y en ultimo lugar, monedas de 10 pesos.
Posteriormente determina cuantas hay de cada denomina-
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cion. En el caso de un espectrémetro de masas, se obtiene
el informe de qué moléculas estd compuesta una mezclay
en qué cantidad esta presente cada una de ellas.

¢Como esta constituido un espectrometro de masas?
Un equipo de espectrometria de masas consta de cinco
modulos fundamentales: 1) sistema de introduccién de
muestra, 2) fuente de ionizacion, 3) analizador de masas,
4) detector y 5) procesador de datos (Figura 1). Como
sistema de introduccion de muestra existen dos métodos
cromatograficos distintos: el de liquido de alta resolucion
(HPLC) y el de gases (GC). 8

La funcion de la fuente de ionizacién en un equipo de
MS es aplicar energia a la muestra para generar moléculas
cargadas positiva o negativamente (Cuadro 1), ya que para
medir las moléculas por EM éstas deben estar “eléctrica-
mente cargadas” (iones). ° Existen técnicas de ionizacion
en las que la energia impartida hace que las moléculas
solo adquieran carga (ionizacién suave), y técnicas de
ionizacion en las que la energia impartida es de mayor
magnitud, por lo que la molécula se rompe y forma frag-
mentos cargados. Las moléculas que s6lo adquirieron carga
sin ser fragmentadas se conocen como iones moleculares;
las moléculas que ademas de ionizarse se fragmentaron se
conocen como productos o fragmentos ionicos.

Los iones provenientes de la fuente de ionizacion pasan
al analizador de masas, que tiene como funcion separarlos
y ordenarlos de acuerdo a su m/z. El intervalo de m/z,
su precision y exactitud dependen del tipo de analizador
que se utilice (Cuadro 2). Para biomoléculas, la masa se
puede medir con una exactitud del 99.99%; esto permite
detectar pequefios cambios en la masa del compuesto que
se estudian, por ejemplo, la sustitucién de un aminoacido
por otro o una modificacion post-traduccional.

El detector registra y amplifica la sefial proveniente del
analizador de masas, posteriormente la envia al procesador de
datos en donde esta informacion se registra en forma de espectro
de masas, que es una representacion grafica de los iones sepa-
rados por su valor de m/z y ajustados de acuerdo al porcentaje
de las especies méas abundantes en la muestra (Figura 2). ° Los
detectores pueden ser de varios tipos; los més utilizados son el
electromultiplicador y el fotomultiplicador. *

Como resultado de un analisis por MS se puede obtener
el espectro de masas del ion molecular (Figura 3), el de
los productos i6nicos o el de ambos, dependiendo del tipo
de fuente de ionizacidn que se utilice.
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Introduccién de muestra

|

Fuente de ionizacion

Analizador de masas

Figura 1. Componentes de un equipo de espectrometria de masas.

Detector

|

Procedador de datos

Cuadro 1. El tipo de fuente de ionizacion utilizado depende de las propiedades de la molécula a analizar, tales como peso molecular,

polaridad, volatilidad."

Fuente de ionizacion  Nombre en inglés Siglas Tipo de analito Tipo de ionizacién Modo de ionizacion
lonizacion quimica Chemical lonisa- Cl Volatil, compues- Suave Colision con gas
tion tos organicos (metano, amonio) y
como alcoholes, aplicacion de energia
gases metano, eléctrica de manera
butano simultanea
lonizacién porimpac-  Electron impact El Volatil, moléculas Fuerte Aplicacion de energia
to electrénico pequefias como eléctrica (70 eV)
acidos organicos,
carbohidratos,
aminoacidos
lonizacién por elec- Electro Spray lo- ESI No volatil, ami- Suave Aplicacion de energia
trospray nisation noacidos, acilcar- eléctrica
nitinas, vitaminas,
esteroides
lonizaciéon por bom- Fast Atom Bom- FAB Carbohidratos, Suave Bombardeo con un gas
bardeo rapido de bardment organometales, inerte
atomos péptidos
lonizacién-desorciéon  Matrix Assisted MALDI Péptidos, protei- Suave Aplicacion de energia

asistida por laser

Laser Desorption
lonisation

nas, nucleotidos

mediante rayo laser

Cuadro 2. Algunos ejemplos de analizadores de masas con intervalo de masa y exactitud.

Analizador de masas

Intervalo de masa (Da)

Exactitud (PPM)

Cuadrupolo (Q) 2-2,000 100-1,000
Tiempo de vuelo (TOF) 10,000-20,000 10-100
Orbitrap 30,000-60,000 0.1-1
Transformada de Fourier (FTMS) 100,000-1 x 108 0.1-1

ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM inicial es “bicicleta de dos asientos”, también tiene la acep-
cién de “conjunto de dos elementos que se complementan”
0 “reunion de dos personas que colaboran en algo”.*

Un equipo de MS/MS esta constituido de seis compo-

nentes basicos: 1) sistema de introduccion de muestra; 2)

Esta técnica analitica se introdujo en los laboratorios de
analisis clinicos en la década de los afios 80 del siglo XX.1?
La palabra tandem viene del inglés tandem, cuyo significado
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Figura 2. Espectro de masas del patron de fragmentacion de la
sucralosa, obtenido mediante un equipo con fuente de ionizacién
por impacto electrénico. Cada pico representa un fragmento de la
molécula. Este tipo de MS es util para la identificacion de compues-
tos por su patrén de fragmentacion.
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Figura 3. Espectro de masas del metano obtenido mediante una
fuente de ionizacién suave. La masa monoisotopica del metano
es 16, este es el pico de mayor abundancia en el espectro. La
contribucion isotépica en al naturaleza de un C13 o deuterio es
aproximadamente 1.2%, por lo tanto se observa un pico pequefio
en el valor m/z 17. Mediante este tipo de MS se puede determinar
la relacién isotdpica de los compuestos.

fuente de ionizacion; 3) primer analizador de masas (MS,);
4) camara o celda de colisién; 5) segundo analizador de
masas (MS,); 6) detector. La técnica usualmente se abrevia
como: tandem MS, MS/MS, MS?, QqQ (en el caso de los
equipos triple cuadrupolo).”

En la actualidad existen diferentes acoplamientos
entre los componentes de los equipos de MS/MS, que se
disefian de acuerdo a la naturaleza de las moléculas de
interés (Figura 4).** Uno de los equipos mas utilizados en
quimica clinica es el de tipo triple cuadrupolo, acoplado

a una fuente de ionizacion por “electrospray” (ESI).” Este
equipo funciona de la siguiente manera: Una vez que la
muestra ha sido introducida, sufre una ionizacion suave
por ESI para adquirir carga; posteriormente pasa al MS,
en donde los componentes de la muestra se separan y or-
denan de acuerdo a sum/z. Los iones pasan por la celda de
colision en donde se generan fragmentos como producto
de su colisién con un gas inerte; los fragmentos generados
pasan por el MS,, los cuales se pueden correlacionar con
las moléculas intactas producidas en el MS,. Los resultados
generados se registran en forma de espectro de masas que
es como la huella digital de los compuestos.® 715

Con esta técnica se pueden detectar y cuantificar
selectivamente multiples analitos dentro de una familia
de compuestos. También se puede obtener informacion
estructural acerca de un compuesto a través de la forma-
cion de fragmentos especificos y es ttil para descubrir
compuestos en mezclas complejas de acuerdo a su patron
de fragmentacion. °

Gracias al desarrollo de este tipo de tecnologias, la
quimica clinica esta pasando por un periodo de transicion
de los analisis individuales, aquellos en los que se utilizaba
una muestra de sangre (del orden de mililitros) para la
determinacion de un solo metabolito, hacia la obtencion
de “perfiles” en los que se obtiene una gran cantidad de
informacion a partir de una muestra de aproximadamente
100 microlitros de sangre, en un tiempo muy corto.

EL ESTUDIO DE LA METABOLOMICA EN PEDIATRIA

Una de las aplicaciones novedosas de la MS/MS en
pediatria, es el estudio de biomarcadores de distintos pro-
cesos patologicos. La deteccion temprana y eficiente de
huellas de biomarcadores anormales o de la elevacion de
aquellos que deben mantenerse en determinados niveles,
permitira hacer diagnoésticos mas tempranos, predecir el
comportamiento y evolucion de algunas enfermedades o
ambas. 9,17-20

Los estudios metabolémicos mediante MS/MS, que
s6lo requieren unas gotas de sangre, seran especialmente
valiosos en el campo de la neonatologia y la perinato-
logia, ya que otros tipos de andlisis requieren muestras
de sangre mucho mayores, cuya obtencién puede tener
riesgo. Ejemplo de esto es el neonato con muy bajo peso,
cuyo volumen de sangre disponible es limitado para medir
procesos patolégicos. ¢
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Sistema de Fuente de Analizador de Celda de Analizador de Detector
introduccion ‘ ionizacion masas (MS1) ﬁ colision masas (MS2) #
de muestra
ESI Q Q PM
HPLC MALDI TOF TOF EM
APCI MS MS MP
GC o] ES ES
El FT-ICR FT-ICR
FAB
FD/FI
TSP

Figura 4. Esquema general de un sistema MS/MS con ejemplos de cada médulo en la parte inferior. Abreviaturas: HPLC High Perfor-
mance Liquid Chromatography, GC Gas Chromatography, ESI Electrospray lonisation, MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation;
APCI Atmospheric Pressure Chemical lonisation; Cl Chemical lonisation; El Electron Impact; FAB Fast Atom Bombardment; FD/FI Field
Desorption/Field lonisation, TSP Thermospray lonisation, Q Quadrupole, TOF Time of Flight, MS Magnetic sector, ES Electronic sector,
FT-ICR Fourier transform, PM Photomultiplier, EM electron multiplier, MP Microchannel Plate.

En el futuro inmediato algunos problemas del embarazo
y del feto como la hipertension inducida por el embarazo,
larestriccién del crecimiento in utero, la diabetes gestacio-
nal y la insuficiencia placentaria podran ser examinados
mediante el estudio de la metabolémica. Varias areas del
cuidado intensivo neonatal seran las mas beneficiadas de
la metabolémica del neonato, como son:

a) Diagndstico mediante biomarcadores y evaluacion
de la eficacia del tratamiento de la septicemia neonatal;
b) diagndstico temprano de hipoxia isquémica u otra
causa de dafio cerebral neonatal; c) optimizacién del
tratamiento nutricional del paciente con alimentacion pa-
renteral; d) marcadores de inflamacién en la patogénesis
de enfermedades crdnicas de pulmoén e higado; e) terapia
farmacolégica individualizada; f) evaluacion complemen-
taria del estado nutricional. °

La aplicacion mas comun de la MS/MS es el tamiz
neonatal ampliado (TN) 2, en el cual, a partir de una gota
de sangre depositada en papel filtro (SPF), se obtiene
simultaneamente el perfil de 11 aminoacidos (AA) y 33
acilcarnitinas (AC) en aproximadamente dos minutos. ’

En 1990 se publico el primer informe sobre el uso de
la MS/MS como método para tamiz neonatal a partir de
muestras de SPF. $>2224| g importancia de esta tecnologia
radica en su capacidad de andlisis de multiples compuestos
de manera simultanea, con un alto grado de sensibilidad,
lo cual puede identificar enfermedades metabdlicas antes
que tengan expresion clinica, es decir, en el periodo asin-
tomatico, lo cual permite iniciar un tratamiento oportuno,

para salvar la vida y prevenir secuelas en los pacientes
afectados. * %

Los equipos de MS se utilizan en muchos laboratorios
alrededor del mundo para analizar miles de compuestos
presentes en nuestro organismo, en el ambiente, en los me-
dicamentos, en materiales manufacturados, en alimentos,
en venenos y en evidencia criminal. 25-%

La MS/MS también puede utilizarse para detectar y
evaluar la presencia de muchas clases de metabolitos como
esteroides, acidos biliares, nucléicos, grasos y lipidos.
% Hoy en dia la MS/MS comienza a ser utilizada en los
laboratorios clinicos y reemplaza, incluso, a los ensayos
inmunoldgicos, para analizar una gran cantidad de bio-
marcadores clinicos, con sensibilidad y especificidad que
proporcionan un resultado mas preciso y significativo. 3

Por lo tanto la MS/MS puede tener tantas aplicaciones como
nuestra imaginacion nos permita, siempre y cuando lamolécula
de interés o el biomarcador tenga las propiedades fisicoquimi-
cas adecuadas para su analisis mediante esta técnica.

Otro beneficio de esta metodologia es que reduce al
minimo el riesgo del analista al trabajar con liquidos bio-
légicos, debido a que la muestra utilizada es sangre seca en
papel filtro, lo que permite que sea facilmente transportable
y no requiere redes frias para su manejo; también permite
realizar estudios multicéntricos y masivos. °

Finalmente, para que esta metodologia clinica sea util
en la practica médica, es indispensable que los médicos
conozcan sus beneficios y comprendan su fundamento para
que puedan solicitarlo en beneficio de los pacientes. Por lo
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tanto, la educacion del personal de salud es la clave para
la expansion y el éxito continuo de la MS. &34
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