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PRESENTACION |

DR. ARNALDO MEDINA

Los libros de la coleccion Cuadernos de Investigacion son el resultado
del trabajo continuo de equipos de investigacion de nuestra universi-
dad. Se trata de un proceso de permanente maduracién de diversas li-
neas de trabajo y de actividades realizadas en el marco de los proyectos
UNA]J Investiga, cuyas convocatorias dieron inicio en el afio 2012, y de
los Proyectos de Desarrollo Tecnoldgico y Social (PDTS) financiados
por el Consejo Interuniversitario Nacional.

La publicacién de los avances y resultados de las investigaciones de
la UNA]J sobre temas de salud, ingenieria, ciencias sociales y humanas,
resaltan el vinculo con las problematicas particulares del territorio en
el que nos insertamos a la vez que las trascienden contribuyendo al co-
nocimiento de cuestiones generales nacionales.

Aunque no siempre considerada la actividad mas visible, la investiga-
cion cientifica forma parte esencial de la triada docencia, investigacion,
vinculacion, constitutiva de la vida académica de las universidades pu-
blicas nacionales. La contribucion al desarrollo del conocimiento de una
comunidad es un patrimonio tangible construido por las instituciones
de educacion superior. En la triada funcional de las universidades, la
investigacion es una zona de clivaje que mejora la actividad docente con-
tribuyendo a la perspectiva del conocimiento y, por otro lado, escucha
la voz de las necesidades de la comunidad proponiendo un determinado
tipo de saberes para abordar los problemas del territorio. Como dijera
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Arturo Jauretche, la construccion de un conocimiento construido desde
nuestra realidad y centrado en nuestras necesidades.

Como parte de las universidades del Bicentenario, entre las que se
incluye la UNAJ, asumimos la particularidad de nuestra insercién en
comunidades con saberes, experiencias y culturas diversas que enri-
quecen la perspectiva del saber propio de la universidad. En este sen-
tido se orientan las nuevas obras y articulos de investigacion que aqui
estamos presentando: Jovenes, identidades y territorios. La prdctica
del rap en el conurbano de Buenos Aires; Guia para la comunicacion
universitaria. Hacia un lenguaje no excluyente y con perspectiva de
géneros; Postales varelenses: identidades, memorias y patrimonios; La
ensefianza de la lectura y la escritura en la universidad. Dificultades,
propuestas y desafios; Una historia cultural descentrada. Estudios so-
bre el partido bonaerense de Florencio Varela en los afios cuarenta; Un
método rapido para la deteccion de trastornos metabélicos en recién
nacidos; Alternativa sustentable para el manejo de un efluente de la
industria del cuero; La Inteligencia Artificial y sus beneficios dentro del
paradigma de la industria 4.0; Jabalies y cerdos cimarrones en Argen-
tina: una guia de manejo para los productores rurales; Relevamiento
sociolingiiistico en la UNAJ: 2019-2020; Feminizacién de la univer-
sidad y cuidados. Una mirada de género sobre la experiencia de ser
estudiante en la UNA]J; Diversidad de Género, Diversidad y Género:
Prdcticas Organizacionales para Producir Diferencias.
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RESUMEN |

MARIANO H. GARCIA
(Universidad Nacional Arturo Jauretche).

GERARDO M. CABALLERO
(Universidad Nacional Arturo Jauretche).

Las acidemias organicas son un conjunto de enfermedades metabd-
licas hereditarias en las que una via metabdlica en particular presenta
una alteracion a nivel enzimético. En general suelen manifestarse en los
primeros afos de vida y, de no tratarse, siguen un curso letal. Debido a
su baja frecuencia de aparicion, son consideradas dentro del conjunto
de “enfermedades raras”. El prondstico de estas enfermedades ha mejo-
rado mucho en los ultimos afios debido a su deteccién temprana gracias
al surgimiento de nuevas tecnologias, ya que cuanto antes comience el
tratamiento, mejor sera la prognosis del paciente y menores las secuelas,
muchas de ellas neurolégicas e irreversibles.

En este trabajo presentamos una mejora sobre un método de detec-
cién de acidemias organicas, basado en las técnicas de cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masa, realizada en orina de recién
nacidos. Esta mejora redunda en una mayor productividad del labora-
torio, es decir, un mayor nimero de analisis realizables comparado con
el método de referencia, como también en la concomitante disminucion
en los insumos utilizados.

Palabras claves: acidemias, cromatografia de gases, espectrometria
de masa
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1. Rapido y curioso

En este articulo nos proponemos contar los avances que hemos con-
seguido en la puesta a punto de un nuevo método rapido de andlisis de
acidos organicos en muestras de orina usando la técnica analitica de
la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (GC-MS,
por su sigla universal en inglés). ;Cual es la relevancia de este trabajo?
podria preguntarse el lector. Pues bien, la pronta deteccién de concen-
traciones anormales de acidos organicos en orina de neonatos, median-
te GC-MS, contribuye al diagndstico eficaz de diversos trastornos con-
génitos del metabolismo, cuyo reconocimiento y tratamiento temprano
puede ayudar a mitigar los dafios neurolégicos y de otra indole asocia-
dos a estos trastornos.

Nuevas tecnologias surgen dia a dia; algunas irrumpen en nuestra
vida cotidiana para modificarla. Solo alcanza con mencionar la tele-
fonia movil, para dar un claro ejemplo de hasta qué punto nuestras
costumbres y modos de vida pueden ser modificados por una nueva
herramienta tecnoldgica. Muchas veces ocurre la misma revolucion en
campos acotados del saber, aunque este tipo de cambios pasan de al-
guna manera desapercibidos para una poblacién entera, debido a los
conocimientos fundamentales que se necesita poseer para la compren-
sion de los nuevos paradigmas que conllevan muchas nuevas técnicas.
Recientemente, debido a la aparicion del virus que causa la enfermedad
COVID-19 y su caracter pandémico, la gente se ha habituado a mencio-
nar una tecnologia muy comun para la genética: la técnica de PCR. Esta
técnica significé una verdadera revoluciéon en un campo disciplinar
acotado desde su aparicion, al permitir obtener cantidades hipotética-
mente infinitas de practicamente cualquier material genético. Pero fue
necesario que ocurriera esta catastrofe, para que siquiera la utilidad de
la técnica, aunque no el concepto, sea parte del conocimiento popular.
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En el campo de la espectrometria de masa, la técnica analitica que
usamos en este trabajo, también ha ocurrido una revolucion tecnologi-
ca. La espectrometria de masa es una técnica analitica, nacida a inicios
del siglo XX en los laboratorios de Joseph John Thomson (el descubri-
dor del electrén) de la Universidad de Cambridge, que cambi¢ la forma
de estudiar la quimica en todos sus campos desde la década de 1940; y
la bioquimica en particular desde fines de la década de 1980 del siglo
pasado. Los avances registrados en los tltimos afos han expandido su
aplicacion hacia campos del conocimiento insospechados en el siglo an-
terior. Al presente, la espectrometria de masa se ha convertido en una
herramienta imprescindible en diversas areas de la bioquimica y de la
investigacion biomédica (Griffiths, 2008), tales como la microbiologia,
la farmacologia, e incluso los analisis clinicos. En todos estos campos ha
servido tanto para generar nuevo conocimiento, como para beneficiar
a la poblacion en general a través de su aplicacion. Sin embargo, como
se desprende de la lectura de la referencia recién mencionada, y de cual-
quier indagacion que el lector interesado pueda hacer al respecto, y con-
trariamente a lo que muchos recién llegados al area creen, la espectro-
metria de masa es mucho mads, muchisimo mas, que una simple técnica
bioquimica. Por ejemplo, en los ultimos afos nuevas disciplinas han
nacido gracias, en parte, a la espectrometria de masa; la protedmica,
la metabolémica y la lipidémica son algunos ejemplos. También es de
resaltar su relevancia en la investigacion espacial.! Un ejemplo de esto
es el uso de espectrometros de masa para monitorear la calidad del aire
de estaciones espaciales y transbordadores. Sin embargo, la historia en
este campo viene de antes; comenzd en 1978 con la sonda Pioneer en-
viada a Venus, la cual estaba provista de cinco espectrometros de masa,

1 Ver https://bioxano.wordpress.com/2012/08/14/la-espectrometria-de-masas-en-

la-exploracion-espacial/
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uno de ellos, el destinado al estudio de la alta atmdsfera, contaba con
una fuente de ionizacion electrénica y un cuadrupolo hiperbdlico como
analizador.” La historia siguid; en 2012, la misién Curiosity enviada a
Marte portaba el réver Mars Science Laboratory (MSL) explorador de
la superficie marciana dedicado, entre otros objetivos, a la busqueda
de compuestos organicos que pudieran dar indicios de la existencia de
vida presente o pasada. Para este propdsito, estaba equipado con un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masa, similar
al que usamos en nuestras investigaciones, y que describimos mas ade-
lante a grandes rasgos.

En este trabajo en particular, hemos mejorado una técnica de espec-
trometria de masa que permite la deteccion temprana de trastornos
metabdlicos en neonatos, utilizando una sencilla muestra de orina de
un recién nacido. Pero para que el lector pueda comprender las bases
de esta tecnologia sofisticada y compleja, debemos comenzar dejando
en claro conceptos fundamentales de la fisica y la quimica. Como di-
ria George Harrison,® vivimos en un mundo material que nos rodea, y
del que formamos parte indisociable desde nuestro nacimiento hasta
nuestra muerte (“de la tierra vienes y a la tierra volveras”, adaptando
un poco la famosa frase biblica). Este mundo material estda formado
por sustancias elementales, es decir, sustancias que no pueden ser des-
compuestas en otras, las que para mayor simplicidad denominamos
“elementos”, tales como el aluminio de las ollas de cocina y el oxigeno
del aire; y por sustancias compuestas (0 compuestos, para mayor sim-

2 Cabe mencionar que ese tipo de analizador estuvo disponible comercialmente
recién a mediados de la década de 1980.
3 George Harrison publicd, en mayo de 1973, su tercer disco solista llamado Living

in the Material World [Viviendo en el mundo material].
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plicidad), tales como el agua y los acidos organicos. Ahora, la teoria até-
mico-molecular (teoria central de las ciencias quimicas) describe estas
sustancias elementales y compuestas en términos de atomos y molécu-
las. Asi, por ejemplo, el aluminio de las ollas esta constituido solamente
por atomos de aluminio, pero el agua nuestra de cada dia esta formada
por moléculas que contienen atomos de dos elementos distintos (hidro-
geno y oxigeno) que dan lugar a la famosa féormula molecular H,O. Los
acidos organicos que se encuentran en nuestro organismo, por su parte,
estan formados por atomos de tres elementos: carbono, hidrégeno y
oxigeno. Por ejemplo, la formula molecular del acido propiénico, uno
de los dcidos orgdnicos mas simples excretados en la orina, es C,H O,.
Sin embargo, la teoria atémico-molecular va varios pasos mas alla; no
solo nos brinda la formula de un compuesto, sino también su estructura
tridimensional, informacion esencial para una aproximacién a la com-
prension de la complejidad de las reacciones quimicas y bioquimicas.
Mas informacion basica sobre la estructura de los atomos, puede en-
contrase en un libro de divulgacion recientemente publicado (Caballero
y Garcia, 2020).

Vamos a hablar de dcidos y bases, y cuestiones un poco mds técnicas
como el pH; pero antes de entrar en ese terreno trataremos de abonar su
aridez con ejemplos de la vida cotidiana. Todos hemos experimentado
alguna vez una sensacion de “acidez” estomacal, usualmente después
de una comida por demas abundante. Justamente esta “acidez” se debe
a que nuestro estomago debe segregar mas acido clorhidrico, el cual
junto a enzimas llamadas “pepsinas”, se encarga de parte de la digestion
de las proteinas provenientes, por ejemplo, de cualquier tipo de carne.
;Qué hacemos para aplacar esa acidez que a veces es como un fuego en
la boca del estomago? Una posibilidad es tomar una solucioén de bicar-
bonato de sodio (una base) que va a reaccionar con el exceso de acido
clorhidrico del estémago neutralizandolo, es decir, transformandolo
en una sal (cloruro de sodio en este caso) y otros compuestos inocuos
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como agua, y el gas diéxido de carbono que eliminamos cuando eruc-
tamos. Otros acidos cotidianos son el jugo de limoén, que contiene dcido
citrico y acido ascorbico (vitamina C) principalmente, y el vinagre, que
contiene aproximadamente 5 gramos de dcido acético por 100 milili-
tros de vinagre, en cualquiera de sus formas. Otras bases domésticas
son el jabon, y una base ain mads fuerte es la lavandina concentrada.
La sensacion que experimentamos cuando tocamos con un dedo una
gota de lavandina concentrada, algo asi como un exfoliado profundo de
nuestra piel, es tipica de las bases concentradas. Ahora, ;como diferen-
ciamos un dcido de una base? Una manera practica y sencilla es con un
papel de tornasol (quizas alguien lo recuerde de los juegos de quimica
de la infancia o adolescencia). El papel de tornasol se pone rojo en con-
tacto con un acido y azul en contacto con una base. Por otro lado, no
cambia de color en presencia de sustancias neutras tales como al agua
pura, o soluciones acuosas de sal de mesa, o de agua azucarada. Cuan-
do hablamos de acidos, bases y sustancias neutras debemos tener en
cuenta que estamos en presencia de un equilibrio quimico. Un equili-
brio quimico puede relacionarse con el funcionamiento de una balanza
de dos brazos: si un plato pesa mucho, este baja y el otro plato sube y
viceversa. Por eso, una sustancia puede ser acida o bdsica, pero no las
dos cosas a la vez, y una se compensa con la otra, de tal manera que una
sustancia neutra es justamente algo que no es ni acido ni basico (balan-
za en equilibrio). Si algo es muy acido podemos compensarlo agregando
una base, bajando el otro plato de la balanza para que la solucién deje
de ser acida. Esto es justamente lo que hacemos al tomar un antiacido
para el estomago.

No vamos a discutir en profundidad los equilibrios quimicos de acidos
y bases, ya que su tratamiento riguroso corresponde a un capitulo de un
curso de quimica general; pero si daremos una idea del pH, parametro
que nos permite saber si una sustancia, o solucion, es acida, basica o neu-
tra. Esto es necesario porque la orina es, sin lugar a dudas, una solucién
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acuosa es decir, un liquido formado por un solvente (agua) y nume-
rosos solutos (compuestos disueltos en esa agua, productos finales de
diversas rutas metabolicas, entre ellos los acidos organicos) cuyo pH
puede verse alterado como consecuencia de determinadas patologias.*

La escala de pH en solucién acuosa habitualmente se encuentra en
el rango de 0 al 14, aunque en la mayoria de los seres vivos el rango es
mas acotado. Esta escala es la lectura de la balanza que utilizamos de
ejemplo para un equilibrio quimico. La escala de pH se utiliza para
expresar la concentracion de iones hidronio,” que son las especies que
liberan los 4cidos cuando se disuelven en agua. Las concentraciones
de hidronio son niimeros muy pequeiios, como por ejemplo 0,0000001
para una soluciéon neutra. Esto es algo molesto que se trata de evitar;
para esto es se aplica la escala de pH: para que nimeros muy pequenos,
que son los habitualmente encontrados en sangre u orina, puedan ser
expresados con pocas cifras, o una cifra. Por ejemplo, el valor recién
indicado de una solucién neutra corresponde a un pH = 7, ya que hay
siete posiciones después de la coma; si el pH fuese de 3, la concentra-
cion de iones hidronio seria equivalente a 0,001. Obsérvese que cuanto
mayor es la concentracion de iones hidronio, es decir, cuanto mayor es
la acidez, menor es el pH. A nivel del tubo digestivo se observa que el
pH del estomago varia entre 1 y 3, y cuando se llega al intestino ya se
encuentra a un valor de 5 a 7. Es decir que a medida que bajamos por el
sistema digestivo, la acidez disminuye y el pH aumenta (ya en el colon
es de 8, es decir basico: hemos pasado al otro lado de la balanza; esto
quiere decir que la concentracién de hidronio es menor a 0,0000001).

4 Laorina también contiene sales disueltas y algunas células.
5 Losiones son especies quimicas con carga: cationes, carga positiva; aniones, carga

negativa.
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El centro exacto de la escala de pH es 7, que es lo que consideramos
neutro; ni dcido ni basico.

Los 4cidos organicos metabdlicos (denominados mds precisamente
acidos carboxilicos) a los valores normales de pH de la orina (entre 5y
8 aproximadamente) se encuentran mayormente solubilizados en ella
en forma de sales solubilizadas. Son, justamente, estos metabolitos con
cardcter acido los que se encuentran aumentados en la orina y otros
fluidos en estas acidemias; el nombre “acidemia organica” o “acidemia
metabdlica” con que se designa al conjunto de enfermedades en las que
trabajamos proviene de este hecho: la liberacién de metabolitos acidos,
capaces de cambiar el pH de la orina, son enfermedades innatas que
provienen como consecuencia de alguna mutacion del material genéti-
co de un recién nacido. En ellas el metabolismo de algun aminoéacido
(las piezas que formaban a las proteinas) se encuentra defectuoso. Pero
¢qué es un metabolito? Mas aun: ;qué es el metabolismo? Y, en particu-
lar, ;qué significa el metabolismo de un aminodcido?

Vamos a plantear ahora una discusion que pretende responder estas preguntas.

2. “Somos lo que comemos”

Los acidos organicos objeto de nuestros estudios son metabolitos inter-
mediarios de muchos de los grupos principales de los componentes ce-
lulares organicos: aminoacidos, lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos.
Estos nombres adquieren un significado mas claro si mencionamos que:

« Los aminodcidos son los eslabones que componen las cadenas
de las proteinas, las cuales son constituyentes, entre otras cosas,
de las fibras musculares y las enzimas; el lector puede estar en
estas épocas pandémicas acostumbrado a escuchar hablar so-
bre la proteina S de la envoltura del coronavirus SARS-CoV-2.
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+ Los lipidos son un conjunto de sustancias insolubles en agua;
dentro del grupo de los lipidos se encuentran los triglicéridos y
el colesterol cuyo consumo los médicos recomiendan moderar
por su asociacion con enfermedades cardiovasculares.

« Los hidratos de carbono son un grupo de moléculas bioldgi-
cas asociadas al manejo de energia por parte de los seres vivos;
sin embargo, tienen muchas otras funciones. El representante
conspicuo de esta familia es la glucosa. El valor de glucosa en
sangre (glucemia) suele ser muchas veces informado en analisis
clinicos de rutina, y es un metabolito muy reconocido por la
sociedad en general, por su vinculacion con la diabetes.

* El acido desoxirribonucleico (ADN) es el 4dcido nucleico pre-
sente en los cromosomas en el interior nicleo celular, portador
de la informacion genética capaz de sintetizar cualquier protei-
na. También, al igual que las proteinas, se trata de una molécula
muy larga formada por unidades conocidas como nucleétidos.

Ahora volvamos a nuestras preguntas originales: squé es un me-
tabolito y qué relevancia tienen todos los compuestos mencionados
y cémo se originan en nuestro organismo? Todos estos compuestos
vienen, directa o indirectamente, de nuestros alimentos, ya que “so-
mos lo que comemos”, famosa frase que se aproxima a la original de
su autor, Ludwig Feuerbach,® filosofo aleman del siglo XIX, que se ha
adjudicado erréneamente a Hipdcrates.” Feuerbach escribi6 esta frase

6 Der Mensch ist, was er isst es la frase original: “el hombre es lo que come”.
7 “Seaelalimento tu medicina, yla medicina tu alimento”, esto es lo mas aproximado

que ha dicho Hipdcrates, quien, como se ve, plantea una idea bien distinta.
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en su resefa del libro del fildsofo y médico fisidlogo holandés Jacob
Moleschott: Doctrina sobre los alimentos. Para el pueblo (Lehre der
Nahrungsmittel. Fiir das Volk), publicado en 1850. La frase completa
es: “Si se quiere mejorar al pueblo, en vez de discursos contra los pe-
cados denle mejores alimentos. El hombre es lo que come” (Oxford
University Press, 2016). Feuerbach, quien sostenia posturas ateas y
materialistas, pretendia defender el derecho de las clases sociales mas
desfavorecidas a contar con una buena alimentacion, en contra de las
posturas dominantes de las clases religiosas de la época, las que se
preocupaban solo del alimento espiritual para el alma de todos los
seres humanos.

Mas alla de estas discusiones filoséficas y teoldgicas, hay que destacar
que su observacion es de una profundidad asombrosa. Lo expresado
por el humanista aleman es rigurosamente cierto en cualquier contexto
bioquimico que se lo analice: somos lo que comemos. Nuestro cuerpo
es una verdadera fabrica de aminoacidos, proteinas, hidratos de carbo-
no, lipidos, etcétera. Con los alimentos que consumimos, no solo ob-
tenemos la energia fundamental para mantenernos con vida, sino que
también utilizamos casi todos los compuestos contenidos para cons-
truir y reparar nuestro organismo y para recambiarlo continuamente.
Nuestra estructura organica (huesos, musculos, piel, ojos y cualquier
parte del cuerpo) no proviene de otro lugar mas que de los alimentos
que consumimos. Aquel trozo de pollo y aquellas verduras digeridas en
la cena del otro dia seran procesados para luego encontrarse en practi-
camente cualquier tejido. Ni el propio Feuerbach lleg6 a darse cuenta,
seguramente, del acierto que su pequefia oracién conlleva.

Una de las caracteristicas de gran parte de los organismos vivos es
esta capacidad de procesar alimentos de diversos origenes, para obtener
energia, y para recambiar todas las biomoléculas del organismo. A este

. . <« . »
procesamiento de los alimentos se lo conoce como “metabolismo”. Se
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estima que una persona en un periodo de 40 afios consume literalmente
toneladas de alimentos y unos 20.000 litros de agua (Voet y Voet, 2011).
Obsérvese que el metabolismo es un delicado proceso entre lo que se
consume y lo que se excreta; a pesar de la gran cantidad de alimentos
que necesitamos ingerir, el peso corporal, en la mayoria de las personas,
no varia significativamente en la vida adulta. La palabra metabolismo
es un neologismo formado por la palabra griega metabole, que significa
cambio, y el sufijo -ismo, que significa “tendencia” o “cualidad” (Segura
Munguia, 2014). Actualmente, el metabolismo se define como “todos
los procesos fisicos y quimicos del cuerpo que convierten o usan ener-
gia” (Shulman y Petersen, 2017). Sin embargo, esta definicion es extre-
madamente amplia y dice algo asi como “es todo lo que ocurre en un
organismo vivo” y nos deja sin comprender la profundidad y compleji-
dad que la palabra atesora. Teniendo en cuenta que nuestro cuerpo esta
formado por miles de compuestos, de una complejidad y un tamafo
muy diversos, el metabolismo seria algo asi como una central de ener-
gia térmica y una fébrica, al mismo tiempo. Esto es asi, debido a que
el metabolismo se encarga, como dijimos, de convertir los compuestos
de los alimentos consumidos en compuestos mas pequenos y sencillos,
obteniendo energia en este proceso. Estas reacciones y procesos del me-
tabolismo relacionados a la obtencién de energia (nuestra comparati-
va central térmica) son conocidos en su conjunto como catabolismo.
Necesitamos energia para vivir, y esa energia la obtenemos de lo que
comemos. Si un ser vivo deja de comer, a la larga la falta de energia lo
llevara a la muerte. Pero, asi como el catabolismo es un subconjunto
de reacciones del metabolismo encargado de convertir moléculas com-
plejas en moléculas sencillas, también existe otro subconjunto de reac-
ciones que se encargan de construir moléculas complejas, a partir de
moléculas sencillas. Se lo denomina anabolismo, y es la contrapartida
del catabolismo. Las reacciones anabdlicas suelen requerir de energia; la
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misma energia que se obtuvo por medios catabolicos.® De esta manera,
vemos que nuestro organismo es capaz de sintetizar moléculas com-
plejas utilizando la energia que proviene de los alimentos ingeridos.’
Nuestro cuerpo puede sintetizar muchisimas moléculas de una com-
plejidad increible. Sin embargo, en algunos casos no existe una ma-
quinaria para sintetizar un compuesto en particular, con lo cual solo
podemos obtenerlo directamente de la alimentacion. Ejemplo de estos
compuestos son algunos lipidos (w-3) presentes en pescados y frutas
secas, y lipidos (w-6) que se encuentran en el girasol y en paltas; asi
como los diez aminoacidos esenciales: arginina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina.
Si no comemos algiin alimento que los contenga, su carencia nos pue-
de traer distintos problemas de salud," de acuerdo con la funcién que
presenten en nuestro organismo, y la capacidad que tengamos para
almacenarlo.

8 Quizas el lector haya escuchado hablar de los esteroides anabdlicos, sustancias de
uso prohibido en el deporte profesional, cuya funcién es, justamente, acelerar los
procesos de sintesis de proteinas aumentando asi rdpidamente la masa muscular.

9 Es interesante marcar en este punto que, en el caso del reino vegetal, la energia
proviene del sol, y los nutrientes para las reacciones anabdlicas son moléculas
sencillas provenientes del nitrégeno, oxigeno y didxido de carbono del aire. Asi,
toda la energifa utilizada para la vida vegetal y la vida de herbivoros, carnivoros y
omnivoros proviene, en ultima instancia, de la energia solar.

10 Por ejemplo, la deficiencia prolongada de vitamina C en la dieta origina una
enfermedad denominada “escorbuto”, la que provoca lesiones en la piel y mala
cicatrizacion de las heridas. Esta enfermedad era muy comin entre los marineros
que realizaban largos viajes de exploracién en los siglos XV y X VI, situacién en la

que escaseaban frutas y verduras frescas.
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Podemos comparar el metabolismo con una fébrica de autos, que
recibe las autopartes provistas por las empresas autopartistas las que
fabrican sus partes a partir de grandes chapas de acero inoxidable o
aluminio (catabolismo). Con estas partes de diversas formas y tamanos,
la fabrica de autos comienza el proceso de ensamblado de un automovil
(anabolismo). Esta no es una comparacion fortuita; nos interesa que el
lector pueda pensar en que cada parte de un automovil sera fabricada
por una secuencia de ensamblaje. La secuencia es en serie, es decir que
primero ocurre una accién y después otra; las partes van transcurrien-
do alo largo de una linea de ensamblaje, y van pasando por distintas
secciones en donde secuencialmente, primero un operario y después
otro, van modificando la parte, hasta que al final de esa secuencia, te-
nemos una parte lista (por ejemplo, un chasis). De la misma forma se
fabrican moléculas complejas en nuestro organismo: moléculas senci-
llas se unen para formar moléculas cada vez mas complejas, las cuales
se siguen modificando hasta obtener compuestos aun mas complejos,
imposibles de ser hallados en algo que no esté o haya estado vivo. Parte
de la energia obtenida por el catabolismo a partir de los alimentos in-
geridos serd utilizada en esta enorme y compleja fabrica a la que hemos
llamado “metabolismo”. En quimica bioldgica, a la linea de produccién
de un compuesto se lo conoce como “via metabolica”, y no es mas que
la descripcion bioquimica detallada de la serie de pasos que llevan a
la produccién de una molécula. Un detalle muy importante a tener en
cuenta es que las vias metabdlicas no son independientes entre si. De
la misma manera que ocurre en el ensamblaje de un automoévil: si una
linea de produccion fabrica una puerta izquierda, deberia producirla
a la misma velocidad que la linea que produce la puerta derecha; asi la
velocidad de produccion del automévil completo va a depender de la
velocidad de fabricacion de cada parte. Ademas, la puerta sera luego
una parte del ensamblado de la carroceria en otra linea de montaje. Si
no se fabrican puertas, no se fabricaran automéviles. Todo debe estar
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funcionando sincronizada y coordinadamente. Lo mismo sucede en el
metabolismo humano cuando este funciona normalmente.

Cada molécula, por mas pequeia que sea, que forma parte de cual-
quiera de las muchisimas vias metabdlicas de nuestro cuerpo, se de-
nomina metabolito. En nuestra comparacion del automoévil, los meta-
bolitos seran cada una de las partes que forman el automévil; sea un
tornillo o una cubierta. Un automdvil convencional esta formado por
unas setenta mil a noventa mil partes, jrealmente asombroso!"' Un au-
tomovil actual es una pieza de ingenieria muy compleja. Por otro lado,
en nuestro organismo se han podido detectar y describir, al presente,
unos 114.265 metabolitos, y todo indica que este valor continuara au-
mentando (The Human Metabolome Data Base, 2021). Esta compara-
cién que acabamos de hacer, entre el metabolismo humano y la fabrica-
cién de automoviles, solo tiene el fin de que el lector pueda aproximarse
a un tema muy complejo, casi criptico, como el metabolismo humano.
De todas maneras, debemos ser cautelosos con estas comparaciones
ilustrativas, ya que existe el riesgo de una sobresimplificaciéon que lleve
a ideas alejadas de la realidad, o incluso a ideas erréneas. De hecho, el
metabolismo completo de un organismo multicelular dificilmente sera
comprendido en su totalidad por una sola persona, y a cada momento
se agrega mas informacion a este proceso extremadamente intrincado.
Para que el lector se haga a la idea de la complejidad de la maquinaria
metabolica humana, presentamos en la Figura 1 un esquema actual que
es tan enrevesado que por momentos parece incomprensible. En esta
figura se muestran todas las vias metabolicas y su relacién con otras. Se
ha marcado una via metabdlica en particular, que es la via de produc-
cién anabdlica de glucosa (Kanehisa y Goto, 2000).

11 Ver https://noticias.autocosmos.cl/2019/06/13/sabes-cuantas-piezas-tiene-un-automovil
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Figura 1
Mapa metabolico

Nota. Adaptado de Kanehisa y Goto (2000).

Hoy en dia continua estudidndose el metabolismo, e intentando que
la informacién que va agregandose a nuestro conocimiento sea cabal-
mente comprendida. Pareciera que esto que llamamos “vida” se vuelve
cada vez mas un término esquivo, con una complejidad que nuestros
humildes cerebros no logran interpretar, ;sera quiza que “cuanto mads
sabemos, menos comprendemos”? O como escribié aquel incansable
viajero del Mediterraneo, anticipandose inadvertidamente en varios si-
glos a la forma de entender el conocimiento cientifico, “si alguien cree
conocer algo, atin no lo conoce como se debe conocer...”."?

12 San Pablo, Primera carta a los corintios (1Cor 8:2).
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Un ultimo aspecto de nuestra analogia fabril debe necesariamente
tener en cuenta las personas con puestos operativos (o los robots en
las fabricas modernas). Estas personas en todo sistema metabdlico son
unas proteinas muy complejas llamadas “enzimas”." Asi, al igual que
nuestros operarios de la empresa automotriz, llevan a cabo la tarea de
unir o modificar los distintos metabolitos que daran lugar a una mo-
lécula final. Y era justamente en estos operarios, en estas enzimas, en
donde queriamos centrar la mirada para poder hablar de enfermedades
congénitas del metabolismo. Muchas veces estas enzimas estan dete-
rioradas;" son personas que no saben hacer bien su trabajo, o lo hacen
de forma muy lenta. En ese caso, por ser una secuencia de pasos la que
sintetiza una molécula en particular, ocurren dos cosas: el producto
de la sintesis no es fabricado (disminuye su concentracion), y todas las
moléculas anteriores a ese paso comienzan a acumularse (aumenta la
concentracion). En nuestro ejemplo fabril, si la cadena de armado de
una rueda, por ejemplo, estuviera deteriorada, la cantidad de ruedas
seria cada vez menor, mientras que la de llantas y cubiertas seria mayor,
ya que se producen menos ruedas por dia que la cantidad de llantas y
cubiertas que ingresan a la fabrica en el mismo lapso de tiempo.

13 Las enzimas en particular, y todas las proteinas en general, se sintetizan en los
ribosomas de las células a partir de la lectura del acido nucleico acido ribonucleico
(ARN) que, a su vez, es sintetizado de la informaciéon del ADN presente en el
nucleo de cada célula. Los detalles de estos procesos pertenecen a la especialidad
de la genética y a la nueva disciplina de la protedmica.

14 Quimicamente una enzima es un catalizador, es decir, una especie que facilita el
avance de una reaccion quimica al aumentar su velocidad, pero que no se consume
durante esta. Las enzimas son catalizadores naturales de una complejidad,

precision y especificidad imposibles de encontrar en un laboratorio quimico.
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3. Acidemias organicas

Estamos ahora en condiciones de explicar con mayor detalle las aci-
demias orgdnicas, los trastornos congénitos de metabolismo objeto de
nuestro estudio, una vez respondidas las preguntas planteadas en sec-
ciones previas. ;Cudl es el estado actual del conocimiento sobre estas
acidemias organicas? Como mencionamos, el metabolismo humano
normal funciona de manera precisa y fluida con caminos enzimati-
cos disenados para pasar metabolitos ordenadamente entre enzimas, y
también entre caminos metabdlicos; caminos que son esenciales para el
crecimiento normal y el desarrollo; y para la generacion de energia. Los
errores congénitos del metabolismo se definen como desérdenes me-
tabdlicos que afectan la conversion de nutrientes entre ellos, o la con-
version de nutrientes en energia. Estos trastornos estan causados por la
actividad defectuosa de ciertas enzimas, la cual resulta en la acumula-
cion de metabolitos normales proximos a la via metabolica bloqueada
—en nuestra analogia automovilistica, acumulacién de llantas que no se
transforman en ruedas—, o la falta de productos necesarios para rutas
metabdlicas subsiguientes —siguiendo con la analogia, faltante de rue-
das para el ensamble final de un auto-. Otros trastornos se dan cuando
se utilizan caminos alternativos para desechar el exceso de metabolitos
normales, lo cual termina en la produccién de metabolitos anormales
secundarios —en la analogia fabril, podriamos pensar en chapas metali-
cas que no entraron a la linea de pintado, y se acumulan en un deposito
al aire libre donde se oxidan con el transcurso del tiempo-.

Las consecuencias médicas de los errores congénitos del metabolis-
mo son diversas, van desde retrasos en el desarrollo a enfermedad agu-
da que puede conducir en algunos casos a dafos cerebrales, al coma y
a la muerte. En muchos casos, la presentacion aguda es precedida por
un periodo libre de sintomas de duracidn variable que depende de la
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enfermedad especifica. Para ciertos casos, existen tratamientos dispo-
nibles de estos desdérdenes, consistentes en dietas especiales que ca-
recen de los nutrientes especificos que no pueden ser metabolizados,
sumadas a la administracién de vitaminas y otros cofactores. El trata-
miento es efectivo si comienza antes de que los sintomas se manifies-
ten; una vez ocurrido el dafio este es usualmente irreversible. Por esta
razon, el tiempo ideal de identificacion de pacientes con desordenes
metabolicos es al momento del nacimiento (Pasquali y Sawyer, 2008).

Los trastornos del metabolismo de aminoacidos son individual-
mente raros, pero colectivamente afectan a uno de cada ocho mil
recién nacidos. Los desordenes del metabolismo de aminoacidos se
dividen en dos grupos que dependen de la localizacion de la enzima
bloqueada o defectuosa en el camino metabdlico: 1) aminoacidopa-
tias, en las cuales el aminoédcido precursor se acumula en exceso en
la sangre y se excreta luego en orina; y 2) acidemias organicas, en las
cuales se acumulan los productos del catabolismo de ciertos aminoa-
cidos. Un ejemplo de las primeras es la enfermedad de la orina con
olor a jarabe de arce (MSUD, por su sigla en inglés)."” Esta enferme-
dad hereditaria es causada por una deficiencia genética que altera el
normal funcionamiento de la enzima especifica que cataliza uno de
los pasos de la degradaciéon de los llamados aminodcidos ramifica-
dos, tales como la leucina, isoleucina y valina. Como consecuencia, se
acumulan a-cetodcidos ramificados (metabolitos intermediarios del
catabolismo de dichos aminoacidos), cuyos productos de descompo-
sicién son los compuestos que imparten a la orina su olor caracteris-

15 El jarabe de arce es un dulce, muy consumido en Norteamérica, fabricado a partir
de la savia de diversas especies de arce. Ese arbol es un emblema de Canada, al

punto de que su hoja esta representada en la bandera de dicho pais.
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tico a jarabe de arce; y también se elevan los niveles de leucina que
puede provocar una encefalopatia aguda, la que debe ser prontamente
tratada con una dieta baja en aminodacidos ramificados para reducir
el riesgo de muerte (Metzler, 2002). Por otro lado, como ejemplo de
las acidemias organicas, estan las asi llamadas “acidemias valérica,
metilmaloénica y propiénica”, por el nombre de los acidos organicos
involucrados. Las manifestaciones clinicas de estas acidemias varian
desde consecuencias clinicas no observables hasta mortalidad neona-
tal. Retardos en el desarrollo, convulsiones, alteraciones sensoriales
o alteraciones en el comportamiento ocurren en mds de la mitad de
los casos. Otro ejemplo es la acidemia glutarica de tipo I, un desorden
del metabolismo de los aminoacidos lisina, hidroxilisina y triptéfano
causado por deficiencia de otra enzima especifica. En esta condicidn,
el acido glutdrico y el 3-hidroxiglutarico, formados en el camino cata-
bélico de los aminoacidos mencionados, se acumulan especialmente
en la orina. En estos casos el analisis de los acidos organicos en orina
indica la presencia de un exceso de acido 3-hidroxiglutarico. Quienes
poseen una afeccién por esta acidemia particular pueden sufrir de
atrofia cerebral y macrocefalia, y también distonia secundaria aguda
entre los seis y dieciocho meses de edad.'® La terapia en estos casos con-
siste en suplementacion con carnitina, compuesto que ayuda a remo-
ver el dcido glutarico en exceso, una dieta restringida en aminoacidos
capaces de producir acido glutarico, y un rapido tratamiento de en-
fermedades secundarias, como ciertas infecciones (Pasquali y Sawyer,
2008). El diagndstico rapido y la terapia adecuada reducen el riesgo de
distonia aguda.

16 La distonia es un sindrome de contracciones sostenidas que causan movimientos

de torsion y repetitivos o posturas anormales.
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4. Protocolos de analisis de acidos organicos
enorina

4.1 Preparacion de la muestra

Todos los acidos organicos mencionados en la seccion anterior se ex-
cretan en orina. La orina es un fluido biolégico que contiene cientos
de acidos organicos diferentes provenientes del metabolismo normal y
anormal. Estos acidos organicos en orina, normales y anormales, pue-
den ser rdpidamente detectados mediante técnicas de GC-MS; y por
esta caracteristica estas se han convertido en la base del diagnoéstico de
los errores congénitos del metabolismo de dcidos organicos y aminoa-
cidos, como los recién descriptos (Jones y Bennett, 2010).

Dentro de las diversas variantes de la espectrometria de masa, la re-
cién mencionada GC-MS, o la cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masa (LC-MS, por su sigla en inglés), son las for-
mas que se encuentran consolidadas en diversas areas clinicas, ya que
estas técnicas ofrecen un mayor nivel de sensibilidad y especificidad,
comparadas con otras técnicas usuales en los laboratorios de andlisis
clinicos, en particular en la deteccion de trastornos metabolicos (Garg
y Hammett-Stabler, 2010). Por ejemplo, en bioquimica se suelen utili-
zar reacciones colorimétricas, una para cada metabolito, mientras que
la espectrometria de masa permite detectar centenares de ellos en un
unico analisis.

Ahora bien, los instrumentos de GC-MS no pueden analizar directa-
mente una muestra de orina como tal en busqueda de cualquier com-
puesto, incluidos los acidos organicos. Antes, estos acidos deben ser
adecuadamente extraidos de la orina siguiendo un protocolo detallado.
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El protocolo general que se utiliza para el estudio de los acidos organi-
cos en muestras de orina comprende tres etapas que pueden resumirse
en el siguiente esquema:

Figura 2
Etapas del protocolo general

Extraccion

Derwvatizacion

Analisis por GC-MS

;Cudl es la necesidad de cada etapa? ;Qué se hace en cada una de ellas?

La etapa de extraccion debe efectuarse porque los acidos organicos
producto del metabolismo normal y patolégico, a los valores normales
de pH de la orina, se encuentran solubilizados en agua en forma de sales.
Entonces, para poder extraer estas sustancias con solvente organico (un
liquido inmiscible con agua, por ejemplo, acetato de etilo o cloroformo)
se debe previamente acidificar la orina para hacer que los acidos orga-
nicos sean mas solubles en el solvente organico que en agua. Estos dos
liquidos se separan como el agua del aceite de cocina, y el solvente orga-

nico retiene los acidos organicos en los que estamos interesados. De esta
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manera conseguimos aislar estos compuestos, separandolos de todos los
demas componentes solubles en agua de la orina.

Los acidos organicos como tales son sustancias sensibles a altas tem-
peraturas y de baja volatilidad, poco aptas para el analisis por croma-
tografia de gases, técnica analitica que se aplica a sustancias de volati-
lidad media y alta, es decir, a sustancias que pueden pasar facilmente
a fase gaseosa. Por esta razon, los acidos organicos deben ser trans-
formados quimicamente en compuestos de mayor estabilidad térmi-
ca y mayor volatilidad previamente a su andlisis por cromatografia de
gases. Con este propdsito, la solucién organica que contiene los acidos
carboxilicos se lleva primero a sequedad por evaporacion del solvente,
al residuo asi obtenido se le agrega un reactivo liquido, y la solucién
resultante se calienta en tubo cerrado durante unas dos horas (este es,
en general, el protocolo actualmente en uso en diversos laboratorios
internacionales de analisis clinicos).

Estas etapas de extraccién y derivatizacién se realizan siguiendo
detalladamente un protocolo puesto a punto previamente. En cierto
sentido, estos protocolos son similares a una receta de cocina, una re-
ceta que se sigue en la “cocina” que es el laboratorio quimico. Pero, si
en algo se diferencian estos protocolos con la elaboraciéon de cualquier
receta de cocina, es en la absoluta puntillosidad con la que hay que
trabajar. Un cocinero puede decidir poner mas o menos huevos, batir
mas una crema, o guiarse por el instinto y dejar un tiempo mas una
preparacién en el horno. En ciencia, dentro de un laboratorio, esto no
puede suceder; las cantidades, los tiempos y los demas detalles de los
protocolos deben ser absolutamente respetados. Si hay una reaccién
debe efectuarse a 70 °C, deben ser 70 °C exactos. Cualquier cambio
podria modificar el resultado y llevaria a conclusiones inciertas. Por
esto, las modificaciones que introdujimos en los protocolos de trabajo
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respecto a los métodos en curso, son algo mas laboriosas de lo que
puede suponerse. Solo puede modificarse una variable por vez (por
ejemplo, el tiempo de centrifugacion), realizar el ensayo completo, y
compararlo estadisticamente con el protocolo original para analizar
cuales, si las hay, son las diferencias.

El extracto final obtenido luego de la segunda etapa, que contiene
de unos treinta a cuarenta compuestos diferentes, se inyecta luego en
el instrumento de GC-MS. Abajo puede observarse una fotografia (Fi-
gura 2) del equipo de GC-MS actualmente instalado en el Centro de
Medicina Traslacional (CEMET) del Hospital El Cruce (HEC).

Figura 3
Equipo de GC-MS

Inyector automatico

Muestreador
automatico

| ' _

Bomba de vacio
mecanica

\

Espectrometro de masa
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4.2 El recorrido de las moléculas en el equipo de GC-MS:
un largo camino a casa

La muestra liquida, preparada como se explico, se introduce en el
cromatografo de gases (GC), mediante un inyector automatico provisto
de una jeringa de inyeccion (que no es mas que una jeringa robotizada).
Luego de esto, el helio utilizado como gas de transporte arrastra a los
compuestos de la mezcla inyectada hacia la columna capilar,"” el cora-
z6n del instrumento de cromatografia de gases, que se encuentra en el
interior de un horno.

El término “columna” no describe en ningtin aspecto a la idea habi-
tual de una columna, y su etimologia responde a motivos histdricos; si
bien hay muchos tipos de columnas cromatograficas, las columnas uti-
lizadas en GC el lector debe imaginarlas como el recubrimiento plastico
que reviste el cobre de un cable eléctrico. De hecho, las columnas tipicas
suelen tener un diametro de 0,25 milimetros y un largo de {30 metros!
Estd en el interior del horno como si fuera un cable eléctrico enrollado,
pero con una cubierta plastica resistente a altas temperaturas. En las
paredes interiores de esta larga caferia que llamamos “columna cro-
matografica” hay una pequefiisima capa de una sustancia polimérica
especificamente disefiada. A medida que los componentes de la mez-
cla inyectada transcurren por esta columna, se adhieren a este material
polimérico: algunos se adhieren con mucha fuerza y otros apenas estan
ligados. Asi, lo que se logra con esta técnica es un efecto sencillo pero
poderoso: las moléculas de la muestra salen de la columna de a una por
vez. Parece un pequefio logro, pero uno de los grandes desatios de la

17 El helio es el segundo elemento mas liviano de la tabla periddica y el segundo

elemento mas abundante del universo.
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quimica analitica ha sido siempre la separacion de componentes indivi-
duales de una muestra compleja.

Hacemos notar dos cosas:

1) Primero, en el proceso de preparacion de la muestra se separa
un conjunto de metabolitos sacandolos de la orina.

2) Luego se introducen en un equipo de GC para que cada meta-
bolito se separe del otro. El metabolito que més se adhiere al
material del interior de la columna sera el ltimo en salir. Lo
contrario también es cierto: el primero en salir sera aquel que
apenas sienta algun tipo de atraccion hacia dicho material.

Como mencionamos, el cromatografo 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 al espec-
trometro de masa, y esto permite el registro individual del espectro de
masa de cada acido organico. Tenemos que tener en cuenta que son dos
equipos distintos, un aparato de cromatografia gaseosa y un espectro-
metro de masa, conectados directamente uno al otro. En la Figura 2 se
pueden apreciar los dos equipos uno al lado del otro. De esta manera, la
salida del GC a través de un corto tubo se conecta a la entrada del MS.
Asi, los compuestos separados en el GC entran de a uno por vez en el
MS para ser analizados.

Lo primero que les ocurre en su ingreso al nuevo equipo son dos
cosas:

1) Por un lado, las moléculas se “rompen” en fragmentos mas pe-
quenos.
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2) Los fragmentos generados quedan con una carga eléctrica po-
sitiva. Como a las especies quimicas con cargas se las conoce
en quimica con el nombre de “iones”, esta primera parte del
equipo se llama fuente de ionizacion.

Una vez que los compuestos pasan la fuente de ionizacidn, solo les
queda un corto recorrido: deberan pasar por un analizador, para lue-
go impactar en un detector y terminar su camino, que comenzd en
la inyeccion de la muestra en el equipo de GC por parte de la jeringa
automatica.

Se han desarrollado diversos tipos de analizadores, basados en dis-
tintos fundamentos fisicos. Asi como la columna cromatografica era
el corazon de la cromatografia gaseosa, el analizador es el nicleo de la
espectrometria de masa. En nuestro caso, hemos utilizado un analiza-
dor llamado “cuadrupolo”. Esta formado por cuatro varillas cilindricas
metalicas centradas simétricamente alrededor de un eje, y de ahi pro-
viene su nombre. Su funcionamiento escapa a los alcances de esta breve
descripcion; solo nos interesa el objetivo de este cuadrupolo. Todos los
analizadores tienen como fin ultimo que los fragmentos que se genera-
ron en la fuente de iones (recuérdese que cada molécula fue “rota” en
pequeiias partes o fragmentos, y que cada fragmento tenia una carga
positiva) llegue de a uno por vez al detector.

Por ultimo, el detector no solo detectara los fragmentos, sino que
también serd capaz de generar una sefial que serd tan intensa como la
cantidad de que exista de cada uno de los fragmentos: si en la fuente de
ionizacion se han generado pocos fragmentos de un ion en particular,
esto se vera como una sefial pequefia; por el contrario, si un fragmento
es muy abundante, la sefial sera bien intensa.
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Resumamos un poco entonces el funcionamiento de estos dos equi-
pos acoplados, y el largo camino que recorre la muestra la ser inyectada:

1) Al pasar por la columna cromatografica del equipo de GC,
cada molécula de la muestra es separada, de tal manera que
van saliendo de a uno, para ingresar de manera individual al
segundo equipo.

2) En el espectrometro de masa, cada molécula es dividida en pe-
quenos fragmentos los cuales atraviesan el detector, que permi-
te que se los detecte de a uno por vez.

Una de las caracteristicas mas importantes del espectrémetro de
masa es que permite asignar a cada fragmento un peso, es decir, una
masa. El nombre del equipo proviene de este hecho: una molécula se
fragmenta en distintos trozos, los cuales son detectados de acuerdo a
su cantidad y masa. De esta manera, el resultado que brinda el espec-
trometro de masa es un gréafico de abundancia en funcién de la masa.
Estos graficos son muy complejos y dificiles de analizar. Pero el quimi-
co especializado puede obtener muchisima informacion de su andlisis,
como la masa de la molécula original, y muchos aspectos de la estruc-
tura e identidad del compuesto.

Es interesante entender que ambos equipos pueden utilizarse por se-
parado, que era como se trabajaba con anterioridad a la posibilidad de
hacerlos trabajar en serie. Si uno queria obtener el espectro de masa de
un compuesto, debia primero obtener cierta cantidad de dicho com-
puesto de la forma mds pura posible, para luego introducirlo en un es-
pectrometro de masa. Este proceso de purificacion es algo bastante te-
dioso y que implica cierto tiempo. Al acoplarlos en serie se logra llevar
cabo este trabajo en tan solo unos minutos.
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Por su parte, las muestras bioldgicas deben entenderse como algo muy
complejo. En una muestra de sangre, la cantidad de moléculas puede
ser verdaderamente grande, inmensa. Miles y miles de compuestos. En
general, en el laboratorio de analisis clinicos, las moléculas detectadas
(glucosa, triglicéridos, enzimas hepaticas, acido trico etc., etc.) suelen
detectarse de a una por vez. Necesitamos de una reaccién quimica para
cada una de ellas. La espectrometria de masa, acoplada a una técnica
cromatografica, permite resolver mezclas complejas en muy poco tiem-
po. Este es el caso de nuestro trabajo. Sin este equipo deberiamos buscar
cada uno de los acidos organicos que producen la acidemia por sepa-
rado, con el costo y el tiempo que conlleva, para cada uno de los recién
nacidos. Gracias a esta nueva herramienta tecnolégica, se resuelve de
manera rutinaria en pocos minutos. Mas adelante mostraremos como
este equipo de trabajo ha logrado disminuir mas todavia el tiempo que
habitualmente llevaba resolver este analisis, bajando atin mas los costos
y aumentando la cantidad de analisis diarios potenciales.

4.3 Un espectro de masa. Un caso detectivesco

Falta un ultimo paso, luego de este largo recorrido, de esta suerte de
epopeya que los compuestos de la muestra han realizado a través del
cromatografo gaseoso, y del equipo de espectrometria de masa, para
haber tratado todos los aspectos de las técnicas utilizadas. Este aspecto
tiene que ver con la siguiente pregunta: ;cual es la utilidad de obtener
un espectro de masa para cada una de las moléculas inyectadas?

Ya hemos anticipado un poco mds arriba que el analisis de un espec-
tro de masa puede no ser una tarea sencilla y requerir de conocimien-
tos de quimica avanzada. Pero creemos que algunos aspectos pueden
ser tratados para una mejor comprension de la potencia y los alcances
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de esta técnica. La Figura 5 muestra el espectro de masa del acido me-
tilmalénico derivatizado (recuérdese que vamos a obtener un espectro
de este tipo para cada una de las moléculas que secuencialmente vayan
ingresando al MS)." Sin lugar a dudas, parece algo complicado. En el
eje vertical estd la escala de abundancia, que muestra la cantidad de un
determinado fragmento que ha sido detectada. En el eje horizontal, se
muestra la masa o el peso de cada fragmento que llegé al detector. Lo
primero que se observa es que los fragmentos no son iguales y no tienen
la misma abundancia. Imaginémonos que tiramos un vaso de vidrio al
piso y este se rompe. Los fragmentos del vaso no seran todos iguales.
Podriamos con una balanza, ordenar esos fragmentos de acuerdo con su
masa. Eso eslo que se grafica en el eje horizontal. Sin embargo, podemos
incluso continuar con la analogia, pero pensando en que no llega una
molécula al espectrometro de masa, sino que llegan millones de molé-
culas exactamente iguales. Seria como romper mil vasos y luego contar
cuantos pedazos tenemos del mismo tamano. Esto es lo que se muestra
en el eje vertical: la cantidad de cada uno de los fragmentos. Cuanto mas
alta la sefial, mayor la cantidad de un determinado fragmento. Esta ana-
logia con el vaso roto, es ttil, porque la tarea del quimico sera deducir
la forma del vaso a través de los pedazos que se encuentran en el piso.”

18 Cuando la concentracién de este compuesto esta muy elevada estamos frente a una
acidemia metilmalénica.

19 Para que los fragmentos generados en la fuente no sigan rompiéndose dando
fragmentos mas chicos que complicarian el trabajo de deduccion, todos los
componentes de un espectrémetro de masa deben estar mantenidos en un ambiente
evacuado de aire. Esto se consigue mediante un sistema de bombas de vacio: una
bomba mecdnica y otra de alto vacio. Asi se consigue una presion en el interior del
espectrometro del orden de la millonésima parte de un hectopascal, presion mil

millones de veces inferior a la presién atmosférica.
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;Dificil? Podriamos decir que a veces si, y a veces, no. A veces nunca se
logra determinar la estructura exacta de un compuesto.

Con un equipo de GC-MS puede ser mas sencillo o, mejor dicho:
quien se dedica a la quimica puede contar con herramientas adicio-
nales. Muchas veces se compara un espectro de masa obtenido por
GC-MS con una huella dactilar, en el sentido de que existe una tnica
huella dactilar para cada individuo; de la misma manera, existe un
unico espectro de masa para cada compuesto. Muchas veces se habra
observado en una pelicula o serie policial, que quienes investigan espe-
ran horas en un pasillo el resultado del estudio de una huella dactilar.
Porque una vez que se obtiene la huella dactilar se esta muy cerca de
averiguar la verdadera identidad de un criminal. De alguna manera,
quien se dedica a la quimica se enfrenta a una tarea muy parecida al
buscar la estructura de un compuesto. También, al igual que quien se
dedica a la investigacion policial, que cuenta con una base de datos de
huellas dactilares, quien investiga en quimica posee bases de datos que
contienen una enorme cantidad de espectros, y con un programa que
permite comparar esta gran cantidad de espectros con el espectro in-
cognita. Asi, por simple analogia, muchas veces se puede resolver cual
es la estructura y el nombre del compuesto de una muestra.

Pero el trabajo del detective no se remite inicamente a la busque-
da de huellas dactilares, también debe recabar otro tipo de informa-
cion, descripciones del sujeto, posibles zonas donde viva, lugares que
frecuenta, antecedentes, y demas datos. Quien investiga en quimica
también puede recabar otros datos acerca del compuesto que quiere
identificar (si es un lipido, si es un hidrato de carbono, si es acido,
cudnto tiempo le llevo atravesar la columna cromatografica, etc.). Y asi
como a veces la huella digital no se encuentra en la base de datos, y el
caso policial se termina resolviendo por el instinto y la experiencia de
la persona a cargo de la investigacion, en la resolucién de la estructura
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de un compuesto también juegan un rol importante los conocimientos
quimicos de quien realiza la interpretaciéon manual de los espectros,
ya que también suele suceder que el espectro incdgnito no esté en la
base de datos, y, en estas circunstancias, el sistema de procesamiento
de datos puede proponer estructuras erroneas.

Una pieza de informacién que un espectro de masa puede brindar
con facilidad es el peso molecular del compuesto. Esto se puede deter-
minar debido a un pico muy buscado en un espectro, conocido como
“ion molecular”. Siguiendo con la analogia del vaso de vidrio, sucede
que muchas veces el vaso de vidrio no se rompe al arrojarse al piso,
es decir que muchas moléculas atraviesan la fuente de ionizacion sin
fragmentarse; sin romperse, pasan intactas hasta el detector habiendo
adquirido una carga positiva. De ahi el nombre de este pico: ion, por-
que posee una carga; molecular, debido a que es la molécula entera.
Por supuesto que se va a tratar de la molécula de mayor tamano que
haya atravesado el analizador, por lo tanto, aparecera a la derecha
del grafico entre los picos de mayor masa. En el caso del compuesto
de la Figura 5, se trata del pico de masa 246. Esto es uno de los gran-
des alcances de la espectrometria de masa. Logra determinar la masa
exacta de un compuesto con la mayor exactitud posible de todos los
métodos conocidos.

Y esto no es todo. El total de iones pertenecientes a una determinada
especie quimica, es decir, el conjunto de todos los diferentes fragmen-
tos del vaso roto en nuestra analogia, es registrado durante todo el
tiempo que reside en el espectrometro de masa, desde su generacion
hasta su deteccion,” formando asi una sefial de forma gaussiana (simi-

20 El tiempo transcurrido entre la generacién y la deteccion de los iones es del orden

de los milisegundos.
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lar a una campana en el mejor de los casos) cuya drea se calcula. Esta
area es proporcional a la cantidad del compuesto presente original-
mente en la orina, de manera que, midiéndola, puede tenerse un valor
de concentracion del compuesto en orina (miligramos por litro, por
ejemplo), valor que rdpidamente puede asociarse a condiciones nor-
males o patoldgicas del metabolismo. Puede observarse estas sefales
en forma, aproximada, de campana, o de montaia, en la Figura 4.

5. Rapido y valioso

En este trabajo no se debia hallar ningtin compuesto desconocido.
Ninguna investigacion de ese tipo fue necesaria, ya que se supo des-
de un comienzo cudles eran los metabolitos a buscar. Cada metabolito
(doce en total) cuya concentracion aparece alterada en orina, en cada
una de las acidemias organicas se comprd a empresas especializadas en
la venta de compuestos organicos. Estos compuestos, que uno tiene de
antemano y de forma purificada, se conocen como “patrones”, y se los
utilizé para poner a punto el equipo de GC-MS y obtener de cada uno
de ellos el correspondiente espectro de masa.

Con una mezcla de estos doce metabolitos patrones comenz6 a po-
nerse a punto el nuevo método analitico.

Los métodos de andlisis de acidos organicos en orina usados en la
actualidad por diversos laboratorios internacionales de analisis clinicos
hacen uso de dos etapas de extraccion con solvente organico para el
aislamiento y separacion de los dcidos organicos de la muestra de orina,
hasta dos horas de reaccion en la etapa de derivatizacion de los acidos
organicos, y un programa de cromatografia de gases de unos 67 minu-
tos de duracion. Por todo esto, nuestro trabajo de investigacion se en-
foco a estudiar alternativas al protocolo estandar de analisis de acidos
organicos en orina que resultaran en un método general optimizado
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de menor tiempo de duracion por muestra, desde el inicio de la prepa-
racion de la muestra de orina hasta el informe final de los resultados.?!

En el presente trabajo, hemos conseguido reducir el tiempo de estos
dos pasos: en el caso de la extraccidn, en vez de las dos etapas de ex-
traccion del protocolo original, nosotros solo empleamos una etapa de
extraccion con solvente organico. Por otro lado, redujimos el tiempo de
transformacion quimica en la derivatizacion de los dcidos organicos,
de dos horas a treinta minutos subiendo solo 10 °C la temperatura de
la reaccion.

En la Figura 4 se presenta un grafico denominado “cromatograma”
de una muestra de orina. Este grafico muestra como van saliendo los
distintos compuestos, luego de ser separados en el equipo de croma-
tografia gaseosa y ser detectados en el espectrometro de masa. El eje
horizontal es el tiempo, y cada vez que sale del equipo un metabolito,
aumenta la sefal al ser detectado. Cada “montana” del grafico corres-
ponde a un compuesto especifico. Como se menciond, el area bajo la
curva de estas “montafias” es la que permite tener una idea si el meta-
bolito en cuestion presenta un valor normal o anormal. En este ultimo
caso estas “montanas” serian notoriamente mas altas que las corres-
pondientes a valores normales. Como se observa en el eje x de dicho
grafico (la escala temporal), el tiempo total del analisis instrumental
es de 31 minutos, lo cual implica una sustantiva reduccién de unos 35
minutos respecto al tiempo de analisis de los métodos corrientes en uso

21 Las tareas iniciales del proyecto se desarrollaron en el Laboratorio de Control
de Doping del Centro Nacional de Alto Rendimiento Deportivo (CeNARD),
dependiente de la Secretaria de Deporte de la Nacion, gracias al establecimiento
de un convenio de cooperacion informal entre dicho Laboratorio y este grupo de

investigacion.
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en laboratorios internacionales. Es muy significativo que esta reduccion
temporal se haya conseguido sin sacrificar resoluciéon cromatografica,”
es decir, la capacidad del método cromatografico de separar compues-
tos que presentan tiempos de retencion muy préoximos. Una adecuada
resolucion cromatogréfica es necesaria para lograr que todos los com-
puestos lleguen a distintos tiempos al espectrometro de masa, ya que,
si dos compuestos ingresan superpuestos provocan errores cualitativos
y cuantitativos.

Figura 4
Cromatograma total de iones de una muestra de orina normal

En resumen, el método que conseguimos poner a punto ha resultado
en una reduccion del tiempo de preparacion de un lote de muestras en

22 Esto se manifiesta, en particular, en la separacion entre los acidos hipurico y citrico

conseguida con nuestro método (Figura 4).
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una hora y media hora; y media hora menos en el analisis instrumental.
Estos menores tiempos analiticos son cruciales para informar mas rapi-
damente los resultados al médico pediatra responsable del seguimiento
clinico del paciente.

Figura 5
Espectro de masa del acido metilmalénico derivatizado
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6. Conclusiones

Las enfermedades metabdlicas que las técnicas de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masa permiten diagnosticar
de manera efectiva y rapida son enfermedades que, de no tratarse a
tiempo, traen aparejados trastornos neuroldgicos irreversibles y pue-
den llevar a la muerte. La modificacién de la dieta evitando ciertos
alimentos y agregando suplementos especiales puede lograr, en mu-
chos casos, que el paciente tenga una mejor calidad de vida y evitar
las secuelas neuroldgicas. Para esto, hay que diagnosticar estas en-
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fermedades antes de que aparezcan los sintomas; por ejemplo, con
la tecnologia que acabamos de presentar. Debido a que la evolucion
depende de cada persona y pueden manifestarse a distintas edades, su
diagndstico no es tan sencillo para el médico clinico; vy, por lo general,
al ser detectada ya es tarde.

Cada una de estas acidemias orgdnicas por si misma tiene baja pre-
valencia y se las clasifica como enfermedades raras. Pero el conjunto
de todas estas enfermedades comienza a ser no tan raro. Aca es donde
la aplicacion de la espectrometria de masa marca sin dudas un gran
avance, ya que permite la deteccién en un solo analisis de relativamen-
te poco tiempo, la deteccion de muchisimas enfermedades, que de ser
buscadas una a una, a través de ensayos bioquimicos individuales lleva-
rian muchisimo tiempo y dinero. La espectrometria de masa hace posi-
ble la implementacion de planes de pesquisa generales para la deteccién
de estas enfermedades, a realizarse en todo recién nacido de manera
rutinaria. Téngase en cuenta que para nuestro protocolo de trabajo solo
se necesitan unos pocos mililitros de orina.

El protocolo desarrollado significa un gran avance metodoldgico
en comparacion con los protocolos en uso en laboratorios de analisis
clinicos de hospitales de niflos de diversos paises, ya que la modi-
ficacion del método de preparacion de la muestra de orina, y la re-
duccién del tiempo de analisis por GC-MS implica acortar en unas
dos horas el tiempo total de analisis. Pensemos que, como nuestro
método reduce el tiempo de analisis instrumental de 60 a 30 minu-
tos aproximadamente, si para el procesamiento instrumental de unas
100 muestras con el método tradicional serian necesarios unos trece
dias con jornadas de ocho horas, con nuestro protocolo en cambio,
se necesitarian solo unos seis dias. Es decir que en la misma cantidad
de tiempo se estarian evaluando al doble de recién nacidos, y esto en
una busqueda poblacional es muy relevante. Ademas, podemos anali-
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zar el lado econémico, algo que también es muy importante a la hora
de establecer un control neonatal a una poblacién numerosa. Resulta
que las columnas de cromatografia tienen un tiempo de vida limitado
de acuerdo al uso; en la cromatografia gaseosa se utiliza un gas que
cada vez es mas caro a nivel mundial, el helio; ademads de insumos que
habitualmente no se tienen en cuenta como es la energia eléctrica. En
este sentido, nuestro método presenta también una disminucién del
costo por cada uno de los analisis realizados.

Finalmente, esperamos que en algiin momento esta metodologia
analitica, desarrollada en el contexto de la medicina traslacional, pueda
ser transferida a algiin hospital que decida implementar un servicio de
analisis de dcidos organicos en orina de neonatos, mediante cromato-
grafia de gases acoplada a espectrometria de masa, para ofrecerlo a la
comunidad de su zona de influencia; un servicio que podria significar
la diferencia entre una vida con trastornos neurolédgicos irreversibles, o
una vida sana y plena para muchos bebés y sus familias.”

23 El equipamiento mostrado en la Figura 3 se encuentra disponible en el HEC
gracias a las gestiones realizadas por uno de los autores de este trabajo y el entonces
director del hospital Dr. Arnaldo Medina. Los autores de este trabajo estaran
siempre a disposicion para el asesoramiento y la colaboracién en la puesta a punto

de estos protocolos analiticos.
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Las acidemias organicas son un conjunto de
enfermedades metabdlicas hereditarias en las
que una via metabdlica en particular presenta
una alteracién a nivel enzimdtico. En general
suelen manifestarse en los primeros afios de vida
Y, de no tratarse, siguen un curso letal. Debido a
su baja frecuencia de aparicion, son considera-
das dentro del conjunto de “enfermedades raras”.
El prondstico de estas enfermedades ha mejora-
do mucho en los ultimos afios debido a su
deteccion temprana gracias al surgimiento de
nuevas tecnologias, ya que cuanto antes comien-
ce el tratamiento, mejor serd la prognosis del
paciente y menores las secuelas, muchas de ellas
neuroldgicas e irreversibles.

En este trabajo presentamos una mejora sobre
un método de deteccion de acidemias organicas,
basado en las técnicas de cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa, realizada en
orina de recién nacidos. Esta mejora redunda en
una mayor productividad del laboratorio, es
decir, un mayor nimero de andlisis realizables
comparado con el método de referencia, como
también en la concomitante disminucién en los
insumos utilizados.
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