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Resumen

La espectrometria de masas (MS) en condiciones ambientales es un campo
nuevo de gran utilidad y de réapido crecimiento que provee espectros de masas
de alta sensibilidad directamente a partir de superficies a presién atmosférica.
Para ello se utilizan diversas técnicas de ionizacion, entre ellas: la ionizacion
por desorcién con electrospray (DESI: desorption electrospray ionization), el
analisis directo en tiempo real (DART: direct analysis in real time), la ionizacién
por desorcion asistida por plasma (PADI: plasma assisted desorption ionization)
y la ionizacion extractiva por electrospray (EESI: extractive electrospray ioniza-
tion). Este trabajo se refiere en particular a los fundamentos y aplicaciones de
DESI-MS con espectrometria de masas de iméagenes. Entre otras aplicaciones,
DESI es utilizado para el andlisis directo de medicamentos y formulaciones far-
macéuticas, muestras de fluidos biolégicos, anélisis forense, impresiones
digitales, alimentos, cultivos de bacterias, identificacién y distribucién espa-
cial de compuestos quimicos en tejidos de origen animal y vegetal, y analisis
de biomarcadores moleculares. Se destaca la posibilidad de combinacién con
cromatografia en capa delgada y con electroferogramas a fin de identificar
mediante espectrometria de masas los compuestos presentes. Esta técnica no
requiere preparacion de las muestras y no implica el uso de matrices de ioni-
zacion. Esto simplifica enormemente el procedimiento experimental y evita la
redistribucién de los analitos durante la deposicion de la matriz. Se discute el
analisis forense realizado con DESI-MS y DESI-MS/MS, respecto a: la detec-
cién de explosivos y agentes simulantes de guerra quimica en superficies
sélidas cerca o a distancia del espectrometro, andlisis de telas o vestimenta
en busca de explosivos y drogas, anélisis de imagenes para la verificacion de
documentos, andlisis sobre piel humana, anélisis de residuos de disparos, ana-
lisis de gases toxicos industriales y de agentes simulantes de guerra, de
destilados de petréleo y de polimeros sintéticos. Se analizan las aplicaciones
efectuadas en el campo de la lipidémica, proteémica y metabolémica. Por
Gltimo, se brinda la informacién existente sobre el anélisis cuantitativo reali-
zado mediante DESI-MS.

Palabras clave: espectrometria de masas ambiental * ionizacién por desor-
cién con electrospray * analisis directo * analisis forense * distribucién de
compuestos quimicos en los tejidos * cultivos de bacterias * productos far-
macéuticos * huellas dactilares * proteémica * lipidémica * analisis cuanti-
tativo
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Summary

Ambient mass spectrometry is a useful and rapidly growing new field that provides high sen-
sitivity mass spectra directly from surfaces at atmospheric pressure. Various ionization
techniques, including desorption electrospray ionization (DESI), direct analysis in real time
(DART), plasma assisted desorption ionization (PADI) and extractive electrospray ionization
(EESI) have been used. This paper refers particularly to the fundamentals and applications
of DESI-MS based on imaging mass spectrometry. Among other applications, DESI is used for
direct analysis of drugs and pharmaceutical formulations, samples of biological fluids, foren-
sics, fingerprints, food, cultures of bacteria, identification and spatial distribution of
chemicals in animal and plant tissues, and molecular biomarkers. It highlights the possibil-
ity of combination with thin layer chromatography and electropherograms to identify the
compounds by mass spectrometry. This technique requires no sample preparation, and does
not involve the use of matrix of ionization. It simplifies greatly the experimental procedure
and avoids the redistribution of analytes during matrix deposition. The forensic analysis car-
ried out by DESI-MS and DESI-MS/MS is discussed, including the detection of explosives and
chemical warfare agents on solid surfaces near or at a distance from the mass spectrometer,
analysis of fabric or clothing for explosives and drugs, image analysis for verification of doc-
uments, analysis of human skin, gunshot residue analysis, analysis of toxic gases and
industrial warfare agent simulants, petroleum distillates and synthetic polymers. Aplications
in the field of lipidomics, proteomics, and metabolomics are analyzed. Finally, current infor-
mation on the quantitative analysis performed by DESI-MS is provided.

Keywords: ambient mass spectrometry * desorption electrospray ionization * direct analysis * fo-
rensics * chemical distribution in tissues * bacteria cultures * pharmaceuticals * fingerprints *

proteomics * lipidomics * quantitative analysis

Introduccién

La espectrometria de masas es una técnica que se uti-
liza en quimica para obtener las estructuras quimicas de
los compuestos organicos bajo estudio (Quimica Estruc-
tural). Es decir que la primera y principal aplicacion esy
ha sido la identificacién de compuestos puros en el campo
de la Quimica Organica.

La utilizacion de los espectrometros de masas se ex-
tendio6 al campo inorganico, a la determinacion de isoto-
pos, a la Geologia, a la Astrofisica, Astronomia, Biologia,
Bioquimica y mas recientemente a la Medicina (1).

Cuando la espectrometria de masas se combina con
una técnica separativa, ya sea cromatografica o electro-
forética, se puede proceder al analisis de mezclas, cuyos
componentes son separados en una primera etapa por
la técnica cromatografica seleccionada, por ejemplo:
cromatografia gas-liquido (CGL) cromatografia liquida
de alta resolucion: CLAR (en inglés: High-Performance Li-
quid Chromatography: HPLC) (2) o en el correspondiente
equipo de electroforesis, como por ejemplo: Electrofo-
resis Capilar (EC) (3) (4). Por medio de una interfase los
componentes de esa mezcla, ya separados, son introdu-
cidos en el espectrometro de masas. Actualmente se co-
mercializan los equipos compactos, tal que se introduce
la muestra y luego se obtienen los espectros de masas de
aquellos picos de interés. Los espectros de masas los
puede interpretar un quimico organico especialista en
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espectroscopia, o bien, si son compuestos conocidos, se
pueden comparar con los espectros de la base de datos
que traen los instrumentos comerciales.

En la espectrometria de masas convencional la mues-
tra se introduce en una camara de volatilizacion de alto va-
cio (ca. 10? Torr), donde es vaporizada, ingresando a
continuacion en la camara de ionizacién (ca. 107 Torr). La
ionizacion de la molécula puede llevarse a cabo por dis-
tintos modos, siendo el mas comun, el de impacto elec-
trénico (electron impact mass spectrometry: EI-MS), que se basa
en impactar a la molécula con un haz de electrones de alta
energia, 70 eV (electrénvoltios). Por este impacto la mo-
lécula queda como un i6n radical por la pérdida de un
electron, dando lugar al i6n molecular: M* (que corres-
ponde al peso molecular de la molécula) (Fig. 1). Como
M* tiene un gran exceso de energia, entonces puede
fragmentarse generando un nuevo i6n radical o simple-
mente un i6n. A continuacion seguira fragmentandose
mediante rupturas homoliticas y heteroliticas, segun la
estructura del compuesto en estudio, dando iones y
también iones radicales dentro de un esquema de frag-
mentacion (5).

Los fragmentos cargados (iones e iones radicales) son
acelerados y desviados por un fuerte campo magnético
que afecta su recorrido dando como resultado una tra-
yectoria curvilinea. Los iones y los iones radicales son co-
lectados, detectados y cuantificados, con gran exactitud y
sensibilidad, en funcién de la relacién masa/carga (m/z).
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Figura 1. Primera etapa de las fragmentaciones en EI-MS.

La intensidad de cada senal corresponde al porcentaje de
abundancia relativa de ese fragmento. Asi se obtiene el co-
rrespondiente espectro de masas por impacto electro-
nico, que corresponde a: % de abundancia relativa vs. va-
lores de m/z. La interpretacion de ese espectro de masas
se realiza teniendo en cuenta las senales correspondien-
tes a los iones y los iones radicales y también, conside-
rando las fragmentaciones posibles. Todo esto conducira
a la estructura del compuesto en estudio.

La aplicacion de la espectrometria de masas a las
grandes biomoléculas y polimeros sintéticos, asi como a
glic6sidos y moléculas labiles se ha visto restringida de-
bido a la baja volatilidad y/o a la inestabilidad térmica de
estos materiales (6). Estos problemas se han superado en
gran medida a través del desarrollo de técnicas de ioni-
zacion suave, tales como: ionizacion quimica (chemical io-
nization: CI-MS), espectrometria de masas de iones se-
cundarios (secondary-ion mass spectrometry: SIMS),
desorcion de campo (field desorption: FD-MS), bombardeo
con atomos rapidos (fast atom bombardment: FAB-MS), io-
nizacion por electrospray (electrospray ionization: ESI-MS)
y desorcion/ionizaciéon de la matriz asistida con laser
(matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry:
MALDI-MS) (7). La técnica MALDI-MS, en particular,
permite en la actualidad la determinacion de la masa de
grandes biomoléculas y polimeros sintéticos de masa
molar superior a 200.000 Daltons (200 kDa) mediante io-
nizacién y vaporizacion sin degradacién. Se mejora no-
tablemente cuando se usa MS acoplado a otros MS (en
tandem), por ejemplo: MALDI-TOF-MS/MS, que se usa
en Proteémica (8).

La espectrometria de masas tiene importantes venta-
jas en velocidad, sensibilidad y especificidad con res-
pecto a otros métodos de andlisis quimico y tiene apli-
cacion de valor en diferentes campos cientificos. Sin
embargo, esta limitada, en parte, por los requisitos de
preparacion de la muestra antes del analisis. En la ma-
yoria de los casos, la muestra debe ser colocada al vacio
para el analisis (por ejemplo: MALDI) o disuelta o ex-
traida en un solvente y rociada (por ejemplo: ESI) den-
tro del espectréometro de masas.

El requerimiento de introducir la muestra en el sis-
tema de vacio restringe las posibilidades de realizar me-
diciones in situ.

Recientemente se ha logrado un gran avance en es-
pectrometria de masas con DESI-MS debido a la posibi-
lidad de examinar muestras fuera del sistema de vacio en

el medio ambiente (a presion atmosférica) con un mi-
nimo de preparacion de la muestra.

ESPECTROMETRIA DE MASAS CON IONIZACION
POR DESORCION CON ELECTROSPRAY (DESI-MS:
DESORFPTION ELECTROSFPRAY IONIZATION MASS
SPECTROMETRY)

La sigla DESI corresponde en inglés a desorption elec-
trospray ionization, es decir ionizaciéon por desorciéon con
electrospray (electroasperjado o rocio generado elec-
tronicamente). DESI se refiere a una técnica de ioniza-
cion desarrollada recientemente para usar en el espec-
trometro de masas o combinado con éste, en particular
con espectrometria de masas de imagenes.

En DESI (Fig. 2), las gotitas cargadas eléctricamente
y los iones producidos a partir del electrospray son diri-
gidos por un chorro de gas (gas jet) de alta velocidad a
la muestra de interés, impactan sobre la superficie y el
analito se disuelve en esas gotitas cargadas eléctrica-
mente. Debido al impacto se generan iones de los com-
ponentes de la muestra, llamadas gotitas secundarias,
que son expulsadas de la superficie y recogidas en el
tubo i6nico de transferencia o en la entrada a presion at-
mosférica de un espectrometro de masas comercial,
donde se las analiza.

Los espectros de masas resultantes son similares a los
espectros de masas ESI. La composiciéon del solvente
del aerosol, el flujo del gas, la magnitud del voltaje apli-
cado, el angulo de impacto, asi como varias distancias co-
rrespondientes a la alineacién del aerosol con respecto
a la superficie y desde la superficie a la entrada del es-
pectrometro de masas son variables que pueden ser mo-
dificadas para lograr un rendimiento 6ptimo.

Se usa un espectrometro de masas de alta resoluciéon
(HRMS: high resolution mass spectrometer) para la deteccion
de los compuestos y sus metabolitos.

El experimento DESI se realiza en segundos, con alto
rendimiento y en condiciones ambientales, y ademas,
DESI-MS logra la sensibilidad y la especificidad del es-
pectrometro de masas.

DESI fue desarrollada en el laboratorio de Quimica
Analitica del Prof. R. G. Cooks en el Departamento de
Quimicay Centro de Desarrollo de Instrumentacion Ana-
litica de la Universidad de Purdue, West Lafayette, In-
diana, EE.UU. (9) (10). Actualmente la fuente i6énica con
este tipo de ionizacién (Omni Spray™) es comerciali-
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Figura 2. Configuracién experimental de DESI. Se indican el dngulo o del aerosol y el llamado dngulo B “de despegue "

zada por Prosolia Inc., Indianapolis, Indiana, EE.UU., y es
el miembro principal de una nueva familia de métodos de
ionizacion.

Otros métodos utilizados en este grupo de técnicas de
ionizacion son: desorcién con laser y post-ionizaciéon con
electrospray (electrospray-assisted laser desorption/ionization:
ELDI) (11), analisis directo en tiempo real (direct analysis
in real time: DART) (12) y la sonda de analisis de solidos a
presion atmosférica (atmospheric pressure solids analysis probe.
ASAP) (13).

Las caracteristicas analiticas de DESI hacen que pueda
aplicarse a moléculas grandes y pequenas, para analisis in
vivo € in situ y analisis de alto rendimiento, y en particu-
lar, para obtener perfiles quimicos. Existen evidencias
tanto de un mecanismo heterogéneo de transferencia de
carga como de un mecanismo de ionizaciéon por despegue
mediante gotitas (a droplet pick-up mechanism of ionization)
(14). No requiere preparacion de las muestras, posee ve-
locidad, selectividad y sensibilidad.

Recientemente, se caracterizo un sistema de espectro-
metro de masas en miniatura (Fig. 3) con trampa rectili-
nea de iones con control inalambrico, peso total de 5,0 kg
con baterias, con menos de 35 W de potencia y con di-
mensiones de 22 cm de longitud por 12 cm de ancho por
18 cm de altura (15). Se detallaron el diseno y la cons-
truccion de este espectrometro de masas, incluido el ana-
lizador de masas, el sistema de vacio, el sistema electrénico
y los sistemas de adquisicion y procesamiento de datos. El
espectrometro de masas es compatible con varios tipos de
fuentes de ionizacion interna y diversas fuentes de ioni-
zacion, como: ESI, APCI y DESI, que se emplean para io-
nizacién externa, a presion atmosférica. Estas fuentes ex-
ternas estan acopladas a un espectréometro de masas en
miniatura via una interfase capilar que se opera en forma
discontinua denominada: interfase discontinua a presion
atmosférica (discontinuous atmospheric pressure inlerface)
para maximizar el transporte de iones (15).
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Figura 3. Uno de los espectrémetros de masas portatiles.

Se examiné el comportamiento del espectrometro
de masas para moléculas grandes y pequenas, obtenién-
dose limites de deteccion en ppb tanto con ionizacion in-
terna como con los modos de ionizacion externa. Se de-
mostré también la capacidad de la espectrometria de
masas en tandemy el andlisis in situ rapido mediante una
variedad de compuestos y de fuentes de ionizacion. Se
analizaron moléculas de proteina como moléculas pro-
tonadas en forma multiple con relacion m/z de hasta
1500 Da/carga (15).

Se continu6 con el desarrollo de los llamados espec-
trometros de masas portatiles, en miniatura, con trampa
i6nica, que adquieren gran velocidad de analisis. Sin
embargo, estos espectrometros de masas pequenos no
son utiles si la eficiencia en el comportamiento esta muy
comprometida (16).



Se conocen varios trabajos con ensayos de superficies
para el analisis DESI. Asi por ejemplo: se determinaron
los limites de deteccion (LODs) y otras caracteristicas
analiticas para seis compuestos diferentes ensayados uti-
lizando cuatro tipos de superficies. Los LODs de los
compuestos estuvieron en el rango de fmoles-pmoles
(pgng). Se mejoraron atin mas los LODs para cada
compuesto en la superficie de gel de silice poroso (pSi)
mediante la aplicacion de calor a la superficie durante
la aplicacion de la muestra, lo cual produjo LODs tan o
mas bajos que los obtenidos con polimetacrilato de me-
tilo (PMMA) y politetraflioretileno (PTFE) (17). Se usa-
ron con éxito las placas de UTLC (Ultra-Thin-Layer Chro-
matography) como un medio rapido de separacion
cromatogréfica antes del andlisis por DESI-MS (17).

También se aument6 la velocidad de analisis, asociada
con el secado de las muestras en solucion mediante el ca-
lentamiento suave de la superficie pSi. La presencia de sa-
les en la muestra no produjo supresion de la senal del
analito con cualquiera de las superficies (17).

Asimismo, se estudiaron los mecanismos involucrados
en el proceso DESI y se indicaron las implicancias de es-
tos aspectos mecanisticos para optimizar la utilidad ana-
litica de este método rapido y muy simplificado de ana-
lisis quimico.

Se examinaron los fenémenos de colisién i6n/su-
perficie en el régimen hipertermal de energia de coli-
sion (1-100 eV), con énfasis en los procesos quimicos aso-
ciados con el impacto de iones pequenos organicos y
biolégicos en las superficies funcionalizadas de mono-
capa auto-ensamblada. Las colisiones ineldsticas pueden
llevar a la excitacion del i6n proyectil y pueden causar
fragmentacion, un proceso conocido como disociacion in-
ducida por la superficie, que es 1til en el analisis quimico
utilizando MS/MS (18).

Las colisiones reactivas que se producen entre los io-
nes gaseosos y las superficies dependen de la naturaleza
quimica de los participantes en la colision. Estas reac-
ciones pueden ser utilizadas para las modificaciones qui-
micas seleccionadas de superficies, asi como para el ana-
lisis de la superficie (18).

Se da especial énfasis al aterrizaje suave del ion (ion soft-
landing), otro tipo de iones de interaccion ion/superfi-
cie, en la que el i6n proyectil aterriza intacto en la su-
perficie, ya sea como la molécula neutra correspondiente
o, interesante, pero menos comun, en la forma de i6n
mismo. El experimento de aterrizaje suave del i6n per-
mite la espectrometria de masas preparativa; por ejem-
plo: la preparacion de compuestos biologicos puros me-
diante el uso del espectrometro de masas como un
dispositivo de separacion. Después de la separacion, los
iones de masa seleccionada son recogidos mediante ate-
rrizaje suave, en diferentes puntos espaciales. Si el ex-
perimento se realiza utilizando un medio liquido ade-
cuado, en el caso de algunas proteinas, al menos, se
mantiene la actividad biologica (18).
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Se utilizaron simulaciones de dinamica de fluidos en
multifases numéricas para cuestionar el comportamiento
de la colisiéon de gotas sobre una superficie (gotitas pri-
marias) y la formacién resultante de progenie de gotas
(gotitas secundarias) en una superficie ambiental, sujeta
a las condiciones de DESI. La comparacién con resulta-
dos experimentales previos confirma que un evento de
transferencia de momento sobre una superficie himeda
es suficiente para reproducir las propiedades conocidas
de la progenie de gotas (19).

Recientemente, se investig6 la distribucion de carga de-
positada en las superficies en DESI-MS mediante un apa-
rato de medicion de carga estatica con un voltaje de salida
proporcional a la densidad de carga local en la superficie.
Mediante el barrido de la sonda a lo largo de la superfi-
cie y tomando mediciones a intervalos fijos, se pudo tra-
zar una imagen de contorno de la densidad de carga re-
lativa que refleja la distribucion de carga en la superficie.

A través de la distribucion de carga medida y el gra-
diente derivado de densidad de carga, pudo inferirse el
movimiento de las gotas cargadas en el experimento
DESI (20). Las mediciones tomadas en distintas condi-
ciones de operacion DESI, como: la presion del aerosol,
el angulo, la velocidad de flujo y la distancia de la punta
del rociador a la superficie, mostraron que la carga se dis-
persa sobre un area de unos pocos centimetros cuadra-
dos en condiciones tipicas; la desorcion efectiva se pro-
dujo a partir de un area mucho menor (ca. 1 mm?) de
mayor densidad de carga. Una mayor presion de gas del
nebulizador y una menor distancia de la punta del ae-
rosol a la superficie llevan a lIa concentracion de distri-
bucién de carga en un area mas pequena, mientras que
los angulos del aerosol mas pequenos favorecen la dis-
tribucion de carga sobre un area mayor. La presencia de
la mas alta densidad de carga por delante de la punta del
aerosol de DESI y cerca de la entrada al espectrometro
de masas sugirié que las gotitas cargadas se mueven ha-
cia la entrada del espectromero mediante las fuerzas
neumaticas y mediante la succion del vacio, de acuerdo
con los resultados de simulaciones previas. Las observa-
ciones estuvieron de acuerdo con estudios previos, uti-
lizando otras técnicas y confirman el mecanismo acep-
tado de DESI de “salpicaduras de gotas” (droplet splashing
DESI mechanism) (20).

Asimismo, se ha desarrollado la llamada ionizacion
DESI reactiva o DESI de reacciones, la cual permite reco-
nocer rapidamente determinados grupos funcionales
en una muestra, o bien, proceder a la derivatizacion ra-
pida de los compuestos de interés para aumentar la sen-
sibilidad en la detecciéon. En ambos casos, se agrega un
reactivo quimico adecuado al solvente del aerosol DESI.

Asi por ejemplo, el reconocimiento del grupo funcio-
nal cis-diol se realiz6 en un experimento de espectrome-
tria de masas ambiental mediante su reaccion de com-
plejacion selectiva para formar un boronato ciclico (21)
(Fig. 4).
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Figura 4. Reaccidn del acido fenilbérico con glucosa para formar el derivado borado, del cual se hara el espectro de masas,
como reconocimiento del grupo cis-diol presente en la muestra que contiene glucosa.

La desorcion selectiva rapiday la derivatizacion de D-
lisina ocurre cuando los iones pirilio generados térmi-
camente reaccionan con la lisina sé6lida en condiciones
ambientales (Fig. 5) (22). Asi, la ionizacién térmica de
una variedad de sales organicas, como los liquidos i6ni-
cos y las sales de metales de transicion, se produce a pre-
sion atmosférica.

N
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Figura 5. Reaccion de los iones pirilio, generados térmicamente en
el aerosol, con la lisina presente en la muestra.

También se estudiaron las trasformaciones redox en
DESI (23).

ESPECTROMETRIA DE MASAS DE IMAGENES

Antes del desarrollo de DESI, el analisis quimico de
imagenes se hacia mediante espectrometria de masas de
imagenes (IMS: Imaging mass spectrometry) basada en
MALDI y SIMS, que es una técnica importante para el
analisis de secciones histologicas de tejidos biologicos
(24) (25). Sin embargo, estas técnicas requieren que la
muestra esté confinada en la region de alto vacio del ins-
trumento, que limita severamente cualquier otra mani-
pulacién quimica o fisica de la muestra, pero que ahora
se supera combinando IMS con DESI (DESI-IMS), cuyo
desarrollo se describié recientemente (26)(27). Asi se
puede estudiar la distribucién espacial de los compo-
nentes de los tejidos naturales, como por ejemplo: fos-
folipidos de membrana (28).
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En la mayoria de los trabajos sobre DESI-MS se utili-
zaron espectrometros de masas cuadrupolares comercia-
les con trampa de iones. Sin embargo, el uso comun de es-
pectrometros de masas con trampa de iones (ion trap mass
spectromelers) no es una consecuencia del método, ya que
su implementacién requiere simplemente una interfase a
presion atmosférica, aunque ciertas geometrias de inter-
fase han demostrado que actiian mejor que otras. Ademas
de usarse con espectrometros de masas con trampa de io-
nes, DESI se ha combinado con cuadrupolos triples (ri-
ple quadrupoles) (29), instrumentos cuadrupolares de
tiempo de vuelo (quadrupole time-of-flight instruments) (30),
movilidad i6nica/tiempo de vuelo (ion mobility/time-of-
Sflight) (31)(32), un instrumento prototipo Orbitrap de
alta resolucion (33) (34), un instrumento hibrido de cua-
drupolo lineal con trampa de iones (a hybrid quadrupole li-
near ion trap instrument) (35) y un espectrometro de masas
portatil (36) (37). En este ultimo caso, se puede aumentar
la especificidad del instrumento mediante el empleo de
las capacidades MS/MS de la trampa de iones, lo cual se
demostré para nitrobenceno. Se alcanzaron los limites de
deteccion para el andlisis de trazas en el aire del agente si-
mulante de guerra quimica salicilato de metilo (1,24 ppb)
y para nitrobenceno (629 ppt) (36). También se analiza-
ron soluciones de (D,L)-arginina 100 pM, (-)-efedrina 10
PM y lomefloxacina 10 pM por electrospray/nanospray
(36). Ademas, DESI-espectrometro de masas portatil se
utiliz6 para demostrar la detecciéon in situ de los ingre-
dientes activos de preparaciones farmacéuticas, alcaloides
de tejidos vegetales, explosivos, agentes simulantes de
guerra quimica, productos agroquimicos en una variedad
de superficies y monitoreo de aire (37).

Las areas de investigacion como la proteémica y la
metabolomica estan impulsando la demanda de espec-
trometros de masas con rendimiento alto, pero con re-
quisitos bajos de energia, tamano y costo. Asi surgié Or-
bitrap, basado en un nuevo tipo de analizador de masas
inventado por Makarov (33) (34).

La fuente i6nica DESI también se ha acoplado a es-
pectrometria de masas con resonancia de ciclotrén de io-
nes con transformada de Fourier (FT-ICR-MS: Fourier
transform ion cyclotron resonance mass spectrometry) para el ana-
lisis de alta resolucion de proteinas. En particular se usé



DESI-FT-ICR-MS para analizar péptidos y proteinas de 1
ab,7kDa (38).

DESI-IMS ofrece ventajas tinicas sobre los procedi-
mientos mas tradicionales de espectrometria de masas,
como: 1) preparacién minima de la muestra; 2) mante-
nimiento de la muestra en condiciones ambientales
fuera del sistema de vacio; 3) andlisis rapido y de alto ren-
dimiento; 4) capacidad para la deteccion in situ, € 5)
imagenes quimicas, sin marcado, con los requerimientos
basicos de instrumentacion.

Aplicaciones de DESI-MS

Las aplicaciones de DESI-MS corresponden al campo
farmacéutico, en particular al andlisis rapido de com-
primidos o tabletas, al analisis forense, a la metabol6-
mica, a los productos naturales, a la obtencién de ima-
genes quimicas bidimensionales de tejidos biologicos y
al andlisis de impresiones digitales y de cualquier su-
perficie de interés (39) (40).

1) APLICACION AL ANALISIS DIRECTO DE
FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Si bien se us6 el analisis directo en tiempo real, DART,
para productos farmacéuticos (12), DESI acoplado a un
espectrometro de masas Orbitrap de alta resolucion (34)
resulto ser adecuado para la caracterizaciéon de compo-
nentes activos en comprimidos farmacéuticos en menos
de 1 segundo, con una resolucion de 60.000 (34).

En la actualidad, el uso mas generalizado de DESI co-
rresponde al andlisis de formulaciones farmacéuticas
[es decir, comprimidos (30) (31) (33) (34) (41), geles y po-
madas (31)] sin separacién previa, asi como drogas de
abuso (estupefacientes) en tabletas (29) (42) y en mate-
rial vegetal (25). En comparacion con el analisis de ru-
tina de productos farmacéuticos, el analisis DESI-MS es
rapido, facil y directo, brindando la posibilidad de hacer
contra-pruebas de los componentes en el caso de falsifi-
cacion, en tiempo real y en cualquier lugar.

Usualmente, se determina el perfil quimico rapido de
comprimidos farmacéuticos, mediante DESI (Fig. 6), para
la identificacion de formulaciones potencialmente peli-
grosas, inseguras o falsificadas. La obtenciéon de la infor-
macion sobre la masa precisa s6lo lleva unos segundos, ya
que la técnica DESI no requiere ninguna preparacioén de
la muestra ni extracciéon previa al analisis por espectro-
metria de masas (30). Las condiciones de operacion ex-
perimental que generalmente se usan son: voltaje del elec-
trospray: 4 kV, flujo del solvente: 3 pL./min, presion del gas:
120 psi, distancia de la punta del aerosol a la superficie
(dq): 3 mm, temperatura de la entrada del espectréometro
de masas: 250 °C, angulo de impacto del electrospray (o.):
65°, angulo de despegue (B): ca. 15°, solvente: metanol-
agua (1:1) y tiempo de analisis: ca. 5 segundos.
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Figura 6. Anélisis directo de comprimidos farmacéuticos
por DESI-MS

La capacidad de analizar formulaciones farmacéuticas
duras o blandas, directamente, mediante DESI combi-
nada con espectrometria de movilidad i6nica (IMS: ion
mobility spectromelry) /espectrometria de masas, como es-
pectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOF-MS:
time-of-flight mass spectromelry) en ca. 2 minutos demuestra
la aplicabilidad potencial de este método para el screening
farmacéutico de formulaciones con farmacos de bajo
peso molecular con alta selectividad sobre el vehiculo de
formulacion.

Se utilizo6 un espectrémetro de masas de tiempo de
vuelo cuadrupolar, modificado, con una célula de mo-
vilidad i6nica de arrastre para la separacion electrofo-
rética de los iones en fase gaseosa antes de la deteccion
TOF-MS. La generacion de iones de la muestra directa-
mente de los comprimidos y de las formulaciones de
crema se efectu6 mediante DESI. Se analizaron varias
formulaciones de comprimidos de venta libre y de pres-
cripcién, como: drogas antagonistas de los receptores Hy
de histamina (ranitidina), analgésicos (paracetamol),
opiaceos (codeina) e inhibidores de la aromatasa utili-
zados en terapias anticancer (anastrozol) (31). También
se determinaron exitosamente los farmacos activos de
formulaciones suaves, como: una crema antiséptica (clor-
hexidina) y un parche de nicotina para la piel (31).

Los limites de deteccion para los farmacos activos
usando el método DESI/IMS/TOF-MS estuvieron en el
rango de picomoles a nanomoles. En todos los casos, el
uso de la separacion con IMS mostré mayor selectividad
para la respuesta de los firmacos activos (presentes en
concentraciones tan bajas como 0,14% p/p) frente a la
respuesta del excipiente, como: polietilenglicol. El ana-
lisis por espectrometria de masas en tandem (MS/MS) de
los iones precursores separados por IMS permitio6 la
confirmacién positiva de los farmacos activos con poca
pérdida de la eficiencia de movilidad i6nica (31).
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A modo de ejemplo se indica el andlisis directo de un
comprimido multivitaminico con DESI-MS (US Pat.
7.335.897, Prosolia, Inc.). Los resultados se muestran en
la Fig. 7, donde se ven los iones moleculares de cada uno
de los componentes del comprimido en estudio.
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Figura 7. Resultados del andlisis directo DESI-MS
de un comprimido multivitaminico.

De esta manera, se analizaron veintiin medicamentos
comerciales, asi como algunas pastillas y polvos ilicitos de
éxtasis (Ecstasy) (29). Los espectros MS/MS directos se
utilizaron para el analisis de confirmacién, con tiempos
de analisis generalmente por debajo de 10 segundos
por comprimido. Para las tabletas ilicitas de éxtasis, los
analisis DESI-MS, GC/MS y LC/MS dieron resultados
cualitativos similares para los analitos principales (29).

También se hizo un analisis DESI-MS de comprimidos
de Cialis con una sospecha de falsificacion. El compri-
mido auténtico mostraba abundantes picos procedentes
de los excipientes farmacéuticos y un pico menos abun-
dante correspondiente a la molécula intacta protonada
de tadalafil a m/z 390,2. El comprimido falsificado tam-
bién present6 la molécula intacta protonada de tadala-
fil, pero con un pico adicional a m/z 475,3 identificado
como sildenafil (Viagra).

Los resultados del muestreo en condiciones ambien-
tales de comprimidos licitos e ilicitos demostraron la ca-
pacidad de la técnica DESI para detectar el principal in-
grediente activo (s) o sustancia(s), ain en presencia de
otros componentes en mayor concentracion (13). Los
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datos de espectrometria de masas de barrido completo
proporcionaron una identificacion preliminar de la de-
terminacion de peso molecular, mientras que el analisis
rapido utilizando el modo de espectrometria de masas
en tandem (MS/MS) provey6 datos de fragmentacion
que, al compararlos con la biblioteca espectral ESI-
MS/MS del laboratorio, proporcionaron informacién
estructural y la identificaciéon definitiva del ingre-
diente(s) activo(s).

El analisis consecutivo de tabletas que contenian di-
ferentes componentes activos indic6 que no habia con-
taminacion cruzada ni interferencia de una tableta a
otra, lo cual demuestra la fiabilidad de la técnica DESI
para el muestreo rapido (= un comprimido/minuto).

Se detectaron los ingredientes activos para los com-
primidos en los que el componente activo represen-
taba menos del 1% del peso total del comprimido, lo
que demuestra la sensibilidad de la técnica. También se
hizo el muestreo en tiempo real de material vegetal de
Cannabis (13).

Asimismo, DESI se us6 para el analisis de un grupo de
productos farmacéuticos y sus conjugados con acido glu-
curénico. Se examinaron diferentes solventes para el ae-
rosol y distintas superficies (43). En el modo de iones po-
sitivos, los mejores resultados se obtuvieron con
agua/metanol/4acido trifluoroacético, mientras que, en el
modo de iones negativos, agua/metanol/hidréoxido de
amonio fue el mejor solvente para el aerosol. De las su-
perficies investigadas, polimetacrilato de metilo (PMMA)
dio el mejor rendimiento en términos de sensibilidad. La
velocidad de flujo de la solucion del aerosol y la distan-
cia de la punta del aerosol a la superficie tendrian efec-
tos significativos sobre la intensidad de la senal.

Los analitos con grupos basicos formaron de manera
eficiente moléculas protonadas en el modo de iones po-
sitivos, mientras que los analitos acidos, como los con-
jugados con acido glucurénico, formaron senales in-
tensas debido a las moléculas desprotonadas en el modo
de iones negativos. La ionizacion de compuestos neutros
fue menos eficiente y, en muchos casos, se logré a través
de la formacion de aductos con aniones o cationes sim-
ples (43).

Recientemente, se exploro6 la utilidad de DESI para
aplicaciones industriales para el caso de la validacion de
limpieza farmacéutica (pharmaceutical cleaning valida-
tion). Se creo un sistema DESI no-préximo de gran area
para examinar las areas representativas de las superficies
de los recipientes de reaccién utilizados en la manufac-
tura de ingredientes productos activos (API: active product
ingredient) (44). Se acopl6 un nebulizador de gran area,
capaz de un muestreo de un drea de ca. 2,5 cm?, con un
tubo de transporte para permitir un muestreo sensible y
representativo de API de una superficie de acero inoxi-
dable de 1 m de distancia del espectrometro de masas.
El sistema se utiliz6 para detectar los APIs: neostigmina,
acebutolol, amilorida, amiodarona, ibuprofeno, mon-



telukast, clavulanato de potasio y B-estradiol, a niveles tan
bajos como 30-10 ng/cm?, que satisfacen los limites acep-
tables establecidos por la industria farmacéutica. Estos ni-
veles se alcanzaron con superficies similares a las del
equipo utilizado en los procesos de manufactura API a
una velocidad de 30 segundos por analisis (44).

DESI también se puede acoplar a la cromatografia en
capa fina (TLC: thin-layer chromatography) con espectro-
metria de masas (DESI-TLC-MS).

Se escanearon placas de TLC moviéndolas bajo con-
trol computarizado, mientras se direccionaba el emisor
DESI estacionario cargado con nube de gotas hacia la su-
perficie de la placa. A continuacion se obtuvieron los da-
tos espectroscopicos (35).

Se aplic6 la técnica en el modo de iones positivos
usando un monitoreo con una reaccion seleccionada de
deteccion de colorantes de rodamina separados en pla-
cas hidrofébicas de fase reversa Cgy placas de fase reversa
Coy, en el modo de barrido total de iones negativos usando
una seleccion de colorantes FD & C separados en una
placa Cig de fase reversa y en el modo de iones positivos
de barrido total (m/z 60-300) usando una mezcla de as-
pirina, acetaminofeno y cafeina de una medicacion anal-
gésica de venta libre, separados en una placa de gel de
silice en fase normal con acetato de etilo/acido acético
(99:1) (solvente DESI: metanol) (Figs. 8y 9) (35).

2) APLICACION AL ANALISIS DE MUESTRAS DE
FLUIDOS BIOLOGICOS

El analisis DESI-MS de alto rendimiento de muestras
de fluidos biolégicos, como por ejemplo: orina, para la
identificacion de metabolitos, esta logrando una mayor
atencion debido al valor potencial de la informacién
sobre pequenas moléculas caracteristicas o biomarca-
dores, como indicadores de enfermedad.

Se detectaron mas de 80 metabolitos en orina utili-
zando DESI mediante DESI-MS, -MS/MS y resonancia
magnética nuclear (RMN) logrando la diferenciaciéon
entre ratones enfermos (cancer de pulmoén) y ratones sa-
nos (45). Se utilizé andlisis de componentes principales
(PCA: Principal component analysis) para listar los com-
puestos con valor potencial para ser usados como bio-
marcadores de las diferencias significativas entre las
muestras de orina del control y las muestras de los ani-
males enfermos. Se alcanzaron valores similares de pun-
tuaciéon de PCA con DESI-MS y RMN, utilizando un sub-
conjunto de metabolitos detectados en comun (45).

Asimismo, se logr6 un screening rapido de esteroides
anabolicos en orina mediante DESI de reactivos con
MS/MS. Para ello, se us6 hidroxilamina agregada a la so-
lucién del aerosol para que reaccionara con el grupo
carbonilo de los esteroides durante el proceso de ioni-
zacion. Se examinaron siete esteroides, incluyendo un
glicoesteroide (46). DESI de reactivos mejoré significa-
tivamente la eficiencia de la ionizacion de estos esteroi-
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des en orina sin diluir, en comparacién con DESI con-
vencional; los efectos de supresion, debido a la matriz de
la muestra, fueron minimos y la matriz de orina no tuvo
ningun efecto perjudicial sobre los limites de deteccion
de los esteroides. La espectrometria de masas en tandem
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Figura 9. Estructuras quimicas de cafeina, acetaminofeno y acido
acetilsalicilico con las correspondientes sefiales en el espectro de
masas en el modo de iones positivos.

(MS/MS) permiti6 confirmar la identificaciéon del ana-
lito en este proceso de screening rapido (46).

Se observaron el aducto de la reaccion ion/molécula
y la oxima formada a través de su deshidratacion utili-
zando DESI de reactivos; también se obtuvieron las for-
mas protonadas y con sodio del esteroide ionizado, tanto
en DESI de reactivos como en DESI comun sin agregar
el reactivo (46).

Se probaron papel, vidrio y politetraflioretileno
como sustratos de la muestra, pero el glicoesteroide fue
ionizado intacto sin hidrélisis s6lo en politetraflioreti-
leno. Los limites de deteccion para los compuestos pu-
ros fueron menores de 1 ng, los rangos dinamicos fueron
generalmente de 2 6rdenes de magnitud y los tiempos de
analisis fueron de s6lo unos segundos (46).

Se pudieron alcanzar los niveles de concentraciéon
de los cetoesteroides en orina que son relevantes para el
screening de dopaje en deportes (aproximadamente 20
ng/mL) mediante una simple microextraccion en fase
solida en un paso de preconcentracion (46).

También se aplico la ionizacion extractiva por elec-
trospray para el analisis continuo de trazas de compues-
tos en matrices complejas, como: orina sin diluir, leche
y agua contaminada durante largos periodos (47).

Recientemente, se llevo a cabo un analisis directo y ra-
pido de colesterol a presion atmosférica, utilizando
DESI-MS de reactivos en muestras secas de suero y cor-
tes de tejido animal (48).

El aldehido de betaina, incorporado en el solvente del
aerosol, reacciono selectiva y rapidamente con el grupo
hidroxilo del CG-3 del colesterol. Los limites de deteccion
para el colesterol puro y compuestos relacionados fueron
de ca. 1 ng para una solucién de colesterol de 1 pg/mL
colocada sobre la superficie. El analisis cuantitativo del
colesterol libre en el suero mediante DESI reactivo se de-
mostr6 con colesterol-d; como estandar interno. Se lo-
gro6 el andlisis de alto rendimiento de pequenos volua-
menes de suero colocados sobre un sustrato adecuado a
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una velocidad de analisis de ca. 14 segundos por mues-
tra, con una desviacion estandar relativa de ca. 6% (48).

3) APLICACION AL ANALISIS FORENSE

Los métodos de espectrometria de masas ambiental
(ambient MS) o en condiciones ambientales, se realizan
directamente en superficies a presion atmosférica y re-
sultan exitosos para el analisis forense, como: la detec-
cion de explosivos en el orden de nanogramos, la de-
teccion de explosivos, toxinas y drogas de abuso en las
superficies de articulos personales, el analisis de agentes
simulantes de guerra quimica y toxinas ambientales pre-
sentes en una variedad de superficies, la composicion
quimica de tabletas farmacéuticas falsificadas, la detec-
cion de drogas de abuso (estupefacientes) en fluidos bio-
l6gicos como orina y plasma, el analisis de los metaboli-
tos en el aliento, la verificacién de documentos, el
analisis de los compuestos presentes en la piel y el ana-
lisis de compuestos toxicos industriales, la presencia de
drogas de abuso (estupefacientes) y formulaciones ilici-
tas, la identificacion de huellas dactilares, alimentos (37)
(49) (50). Es decir que la especificidad y la sensibilidad
de la instrumentacion de MS se combinan con la ioni-
zacion rapida, directay bajo condiciones ambientales de
DESI, haciendo que este procedimiento sea muy apro-
piado para ser usado en problemas de seguridad interior
y para control ambiental.

Los desarrollos recientes en espectrometros de masas
portatiles en miniatura (del tamano de una caja de za-
patos) permiten ademas la investigacion en la escena del
crimen (37).

Varios métodos de ionizacion ambiental se han des-
arrollado desde 2004, que utilizan diferentes mecanis-
mos para crear iones para el analisis por espectrometria
de masas. Recientemente se ha comparado la efectividad
de las técnicas mas populares y prometedoras de ioniza-
cion por desorcion con electrospray (DESI: desorption elec-
trospray ionization), analisis directo en tiempo real (DART:
direct analysis in real time), ionizacion por desorcion asis-
tida por plasma (PADI: plasma assisted desorption ioniza-
lion) y ionizacion extractiva por electrospray (EESI: ex-
tractive electrospray ionization). Dado que el analisis forense,
por su propia definicién, debe enfrentar a un tribunal de
justicia, es esencial que las mediciones sean reproduci-
bles, validas, trazables y apropiadas para el caso. Se debe
garantizar que los métodos utilizados puedan ser acre-
ditados y conformen sistemas y procedimientos de cali-
dad relevante (49).

El pretratamiento minimo necesario de la muestra se
ilustra con ejemplos de andlisis de matrices complejas
(por ejemplo: alimentos) en varios sustratos (por ejem-
plo: papel). Los limites bajos de detecciéon alcanzados por
la mayoria de los métodos de ionizacién ambiental para
los compuestos de interés forense, ofrecen facilmente la
confirmacion cualitativa de la identidad quimica; en al-



gunos casos, también se dispone de datos cuantitativos.
Las aplicaciones forenses de los métodos de ionizacion
ambiental son un campo de investigacion creciente y
aun hay muchos tipos de aplicaciones que quedan por ex-
plorar, en particular las relacionadas con el andlisis in situ.
Los aspectos de la ionizacién ambiental que estan ac-
tualmente en fase de rapido desarrollo son la imagen mo-
lecular y Ia mayor especificidad de deteccién mediante re-
accion quimica simultanea y la ionizaciéon mediante la
adicion de reactivos quimicos adecuados (50).

a) Deteccidn de explosivos y agentes simulantes de
guerra quimica en superficies sélidas

Se detectaron trazas de explosivos en superficies a pre-
sion atmosférica mediante DESI-MS (51) y en particular,
en telas de algod6n o en muestras particuladas mediante
desorcion térmica y reacciones ion/molécula bajo con-
diciones ambientales (52). Los iones se transfirieron a un
espectrometro de masas después de la desorcion tér-
mica y la ionizacién quimica con descarga eléctrica en
condiciones ambientales. La especificidad aumenté
usando reacciones i6n/molécula ambientales o por es-
pectrometria de masas en tandem convencional (52).

Las reacciones i6n/molécula con acetonitrilo y aire
como reactivos se usaron para la deteccion selectiva de los
explosivos nitroaromaticos (52-54) (Fig. 10). Los iones re-
activos CHyCNy CN generados a partir de acetonitrilo y
O, HO y HOO" producidos a partir del oxigeno del
aire, reaccionaron con los compuestos nitroaromaticos
en fase vapor y en fase condensada en el curso de la io-
nizacién quimica a presion atmosférica (APCI: atmosphe-
ric pressure chemical ionization) y la ionizacion quimica con
desorcion a presion atmosférica (DAPCI: desorption at-
mospheric pressure chemical ionization) respectivamente (53).

Las reacciones en fase homogénea y heterogénea die-
ron lugar a la formacién de los mismos aductos anioni-
cos. Estos aductos presentaron patrones caracteristicos
de fragmentacién por activacion de la colision, lo cual
hace que estos dos reactivos sean valiosos para la detec-
cion selectiva de nitroaromaticos en particular, incluidos
los explosivos presentes como componentes de mezclas
complejas. DAPCI result6 ser un método ttil de detec-
ci6én ambiental de explosivos nitroaromaticos adsorbidos
en las superficies (53).

Se aplic6 DESI al analisis rapido de agentes simulan-
tes de guerra quimica y explosivos presentes en superfi-
cies comunes, como: papel, plastico, tela, metal, etc.
(51) (b4). Los limites de deteccion de estos estudios al-
canzaron niveles de picogramos a fentogramos para
RDX (trinitrohexahidro-1,3,5-triazina), TNT (1,3,5-tri-
notrotolueno) y DMMP (dimetilmetilfosfonato).

Asimismo, se utiliz6 DESI-MS para la deteccion rapida,
especificay sensible de pequenas cantidades del explosivo
triperéxido de triacetona (TATP: triacetone triperoxide),
presente en superficies en condiciones ambientales, me-

Espectrometria de masas 57

Explosivos
sobre tela
Aire {1 atm)
_ a
vapores de 100-1507C
CH3 NO, mp & = EM

Interfase

/i

Descarga corona

[THT-H]
226

Figura 10. Esquema del procedimiento de desorcion térmica y re-
acciones ién/molécula bajo condiciones ambientales para detectar
explosivos en telas. Se muestra el espectro de masas en iones
negativos de TNT y el aducto formado con nitrometano.

diante complejacion con un metal alcalino en una técnica
simple de aerosol (55) (Fig. 11). Se analizé6 TATP en car-
tas y sobres de correo.
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Figura 11. Formacidn de un complejo del explosivo triperéxido de
triacetona (TATP) con sales sddicas para aumentar la sensibilidad
del anélisis DESI-MS.
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b) Analisis de telas en busca de explosivos y drogas

Recientemente, se aplico DESI-MS al analisis rapido,
in situ, cualitativo y cuantitativo directo de mezclas de ex-
plosivos y drogas en una variedad de telas, como algo-
don, seda, denim, poliéster, rayon, cuero y sus mezclas
(56). Los compuestos analizados fueron los explosivos:
trinitrohexahidro-1,3,5-triazina (RDX), octahidro-
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocina (HMX), 2,4,6-trini-
trotolueno (TNT), tetranitrato de pentaeritritol (PETN)
(Fig. 12) y las drogas de abuso: heroina, cocaina y me-
tanfetamina. Los limites de deteccion correspondieron
a picogramos. Los andlisis DESI se realizaron sin prepa-
racion de la muestra y se llevaron a cabo en presencia de
interferencias quimicas de matrices comunes, como re-
pelente de insectos, orina y lociones tépicas (56).

Se investigaron los perfiles espaciales y de profundi-
dad para examinar la profundidad de la penetraciéon y la
resolucion lateral. DESI también fue utilizado para exa-
minar los hisopos de algodé6n utilizados para la recolec-
cion de muestras de seguridad de viajes en el proceso de
screening (56). También se informo el analisis cuantita-
tivo de alto rendimiento de determinados analitos en su-
perficies de telas.

RDX

HMX
TNT I

PETN
o

&0 Lo k&) L8020 IS SO0 340 3E0 420 480 0D

Figura 12. Andélisis de explosivos en telas por DESI-MS. Espectro
de masas que muestra la presencia de TNT, RDX, HMX y PETN.

c) Anélisis de explosivos y agentes simulantes de
guerra quimica a distancia del espectrémetro

DESI-MS se utiliz6 para la deteccién selectiva y sensi-
ble de trazas de explosivos y de agentes simulantes de
guerra quimica a partir de superficies en condiciones
ambientales, pero DESI distante del espectrometro de
masas, a unos 3 metros (57) (Fig. 13). Los resultados fue-
ron satisfactorios, mostrando la posibilidad del uso en ae-
ropuertos para el control de explosivos y agentes simu-
lantes de guerra quimica.
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d) Analisis forense de documentos

DESI-MS se emple6 en el analisis forense de docu-
mentos. Se examinaron tintas de boligrafo azul aplicadas
a papel comun de escritura en condiciones ambientales,
sin ningun tipo de preparacion previa de la muestra.
Cuando se colocaron los documentos escritos en una
placa con movimiento automatico, se generaron image-
nes moleculares en dos dimensiones. Los experimentos
de prueba incluyeron la caracterizaciéon de un nimero
de falsos simulados y el examen de registros de escritura
vieja (58).

Esta aplicacion de DESI tiene ventajas sobre las téc-
nicas de extraccion en términos de velocidad y de pre-
servacion de la muestra. Se evaluaron los efectos de la
composicion del solvente de desorcion, en este caso una
mezcla de metanol y agua, y de la velocidad de flujo. Los
resultados sugieren que la solubilidad del analito (colo-
rantes Azul bdsico 7, Violeta basico 3 y Azul Solvente 26)
juega un papel importante en la desorcion de la super-
ficie del papel. Asi, se busc6 la presencia de distintas tin-
tas. En el caso de numeros o palabras escritas con dis-
tintas tintas, se pudieron detectar los picos m/z 372,4y
m/z 484,5 correspondientes a dos tintas diferentes su-
perpuestas (58).

e) Andlisis sobre piel humana

Se desarrollé una sonda de plasma de baja tempera-
tura (LTP: low-temperature plasma) para la ionizacion de
desorcion ambiental. Se usé un campo eléctrico de co-
rriente alterna para inducir una descarga de barrera
dieléctrica a través del uso de una configuracion de elec-
trodos especialmente disenados (59).

El plasma de baja temperatura se extrae de la sonda,
en la que interactiia directamente con la muestra a ana-
lizar, desorbiendo y ionizando las moléculas de la su-
perficie en el medio ambiente. Esto permiti6 realizar ex-
perimentos sin danar a la muestra ni al sustrato
subyacente y, en el caso de los analisis biol6gicos sobre
la superficie de la piel, sin una descarga eléctrica ni ca-
lentamiento perceptible. Los iones positivos o negativos
fueron producidos a partir de un amplio rango de com-
puestos quimicos en estado puro y como mezclas en
fase gaseosa, en solucion o en fase condensada, usando
He, Ar, Ny o aire del ambiente como gas de descarga. Se
produjo una fragmentacion limitada, aunque es mayor
en los casos de gases de descarga moleculares que en los
atomicos (59).

Se demostré la efectividad de la sonda de LTP me-
diante el registro de espectros de masas y espectros de ma-
sas en landem caracteristicos de las muestras que contienen
hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) y 2,4,6-trini-
trotolueno (TNT) a partir de superficies de politetrafla-
oretileno (PTFE) con limites de deteccion de ca. 5 pg.
Otras caracteristicas, cuando se utiliza un espectrémetro
de masas comercial con trampa de iones, incluyen un
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Figura 13. Anélisis mediante DESI con el espectrémetro de masas a una distancia de 3 metros. Espectro de masas mostrando la
presencia de los explosivos RDX y HMX.

rango dindamico lineal de 3-4 6rdenes de magnitud en los
casos favorables. Las aplicaciones correspondieron al ana-
lisis directo de cocaina en piel humana, la determinacion
de los componentes activos directamente en las tabletas de
drogas y el analisis de compuestos toxicos y terapéuticos
en muestras biologicas complejas (59).

Se demostr6 la ionizaciéon de los compuestos quimi-
cos directamente en una solucién acuosa a granel, con
limites de deteccion de ca. 1 ppb. Otras caracteristicas de-
mostradas del método son el muestreo en una gran area
superficial y el control de la fragmentaciéon mediante un
simple ajuste de la configuracion del electrodo durante
la operacion (59).

f) Anélisis de residuos de disparos de armas de fuego

Recientemente, se desarroll6 un método directo y
sensible mediante DESI-MS/MS para la deteccion de
centralita de metilo (MC; nombre comun: N,N-difenil-
N,N"-dimetilurea) y centralita de etilo (EC; nombre co-
mun: N,N-difenil-N,N-dietilurea) como residuos de dis-
paros que permite la investigacion en la escena del
crimen. Este método directamente desorbe y detecta
los analitos en las superficies sin procesar la muestra. Las
transiciones tipicas para MCy EC, m/z 241 a m/z 134y
m/z 269 a m/z 148 respectivamente, fueron utilizadas
para mejorar la sensibilidad del ensayo (60).

Se demostré que MC y EC pueden ser detectados en
diversas superficies, con limites de deteccién de 5-70
pg/cm? También se evaluaron las interferencias, el
tiempo de deteccion después de haber efectuado un
tiro y el nimero de veces que se lavaron las manos des-
pués de haber tirado (60).

Ninguno de los materiales interfirié con los resultados
ylaventana de deteccién para los residuos organicos de

disparos fue de hasta 12 horas y las manos pudieron la-
varse hasta seis veces. Otras muestras se analizaron para
confirmar la confiabilidad de este método y se demostr6
que podia discriminar tiradores de no-tiradores (60).

Este método deberia ser de importancia en la ciencia
forense, especialmente en el analisis de residuos de dis-
paros, debido a su simplicidad, alto rendimiento y la de-
teccion directa de MC y EC en las manos, la ropa y el
pelo de los sospechosos.

g) Andlisis de gases téxicos industriales y de
compuestos simulantes de agentes de guerra
quimica

Se evalu6 la aplicabilidad de la espectrometria de
masas con ionizacién quimica a presion atmosférica
(API-MS: atmospheric pressure ionization mass spectromelry)
para analizar en tiempo real niveles bajos de compues-
tos toxicos, sobre todo con respecto a las aplicaciones de
seguridad publica (61).

Se estudiaron las muestras gaseosas de nueve com-
puestos toxicos industriales: NHg, HoS, Cly, CSy, SOy,
CoH,O, HBr, CgHg y AsHjg, y dos agentes simulantes de
guerra quimica: metilfosfonato de dimetilo (DMMP) y
salicilato de metilo (MES). El analisis resulto ser rapido
(< 30 segundos), de alta sensibilidad y alta selectividad
para estos analitos, con buena precisiéon, rango dina-
mico y exactitud (61).

Se implementaron métodos de MS en tdndem en los
casos seleccionados para mejorar la selectividad, Ia sen-
sibilidad y los limites de deteccion. Se lograron limites de
deteccion en ppb (partes por billén) y ppt (partes por tri-
1l6n) para este conjunto de analitos (61).

En todos los casos los limites de deteccion estuvie-
ron muy por debajo de los limites de exposicion permisi-
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ble para los compuestos, ain en presencia de mezclas
complejas agregadas de alcanos. Se obtuvo una res-
puesta lineal, de hasta varios 6rdenes de magnitud, en
el rango de concentracion estudiado (sub-ppb a ppm),
con desviaciones estandares relativas inferiores al 3%,
independientemente de la presencia de interferentes
de alcanos (61).

Se presentaron las curvas de las caracteristicas ope-
rativas del receptor (ROC: Receiver operating characteristics)
para mostrar la eficiencia comercial entre la sensibilidad,
la probabilidad de deteccién correcta y la tasa de falsos
positivos. También se describi6 un sistema dinamico de
preparacion de la muestra para la produccion de con-
centraciones de analito en fase gaseosa de 100 ppt a
100 ppm con capacidad de mezclar compuestos en una
matriz gaseosa y con control de la humedad relativa y la
temperatura (61).

También se us6 un espectrometro de masas en tandem
portatil, capaz de realizar la ionizacién quimica a presion
atmosférica (APCI) con una entrada directa de la at-
mosfera, para el analisis en tiempo real de los compues-
tos toxicos en el aire. Los analitos de interés fueron me-
tilfosfonato de dimetilo, arsina, benceno, tolueno,
piridina y acetato de vinilo (62).

El analisis fue muy rapido (< 5 segundos) con limites
de deteccion en el orden de subppb (v/v) y rangos di-
namicos lineales de varios 6rdenes de magnitud. Se lo-
gro6 una deteccion e identificacién muy especifica, atin
en los casos en que el analito estuviera en trazas en una
mezcla compleja, con interferentes como: combustibles,
lubricantes y productos de limpieza (62).

Se delinearon los efectos de las condiciones ambien-
tales, como temperatura y humedad, y las curvas de las
caracteristicas operativas del receptor (ROC). También
se utilizé espectrometria de masas en tdndem, basada
tanto en la disociacién inducida por colisiéon como en las
reacciones selectivas ion/molécula a presion atmosférica,
para aumentar la selectividad y sensibilidad (62).

h) Anélisis de destilados de petréleo

Un analizador de masas en miniatura con trampa de
iones se aplic6 al analisis de trazas de hidrocarburos y
compuestos con heteroatomos en fase vapor y en solu-
cion acuosa. Se detectaron y cuantificaron vapores de
acetona, acido acético, acetonitrilo, benceno, butanotiol,
disulfuro de carbono, hexano, diclorometano, nafta-
leno, tolueno y xilenos mediante s6lidos absorbentes
de capturay, en algunos casos, mediante el pasaje a tra-
vés de una interfase de membrana. Se examinaron las so-
luciones acuosas de benceno, tolueno, xilenos, hexano
y un destilado de nafta del petréleo utilizando la inter-
fase de membrana. Se complet6 la toma de muestras, la
deteccion y la identificacion de todos los compuestos en
menos de un minuto.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (1): 47-79

Las muestras en fase gaseosa de tolueno y benceno se
detectaron a 200 ppt (limite de deteccion, LOD) para
tolueno y 600 ppt para benceno. La identificaciéon de
benceno y xileno en soluciones acuosas se logré facil-
mente con LODs de 200 y 400 ppb respectivamente. Se
demostré la cuantificacién en un rango dinamico li-
neal de dos 6rdenes de magnitud para las muestras
acuosas y tres 6rdenes de magnitud para las muestras en
fase vapor (63).

Recientemente, también se us6 un espectrometro de
masas portatil para el monitoreo en tiempo real de tra-
zas de benceno, tolueno y etilbenceno en el aire a nive-
les de sub-ppb, con una interfase para ionizacién qui-
mica a presion atmosférica (APCI) para el analisis
directo de muestras en fase gaseosa (64).

Se alcanzé un limite de deteccion para benceno de
0,2 ppb para las muestras al aire sin ningun tipo de pre-
concentracion de la muestra. Los correspondientes li-
mites de deteccion para tolueno y etilbenceno fueron de
0,5 ppb y 0,7 ppb respectivamente. Estos limites de de-
teccion fueron muy inferiores a los niveles de exposicion
permisibles de los compuestos, incluso en presencia de
mezclas complejas agregadas de compuestos organicos
excediendo los niveles de ppm. Los rangos dinamicos li-
neales de benceno, tolueno y etilbenceno estuvieron li-
mitados aproximadamente a dos 6rdenes de magnitud
por la saturacién de los sistemas electronicos de detec-
cion (64).

Asi se pudieron detectar trazas de benceno, tolueno
y etilbenceno en presencia de altas concentraciones de
vapores organicos (64) (Fig. 14).

Recientemente, se estudio la forma de analizar hi-
drocarburos con DESI-MS, con Orbitrap de alta reso-
lucién, realizando una transformacién quimica de los
mismos. Las descargas eléctricas generadas delibera-
damente durante DESI permitieron un analisis rapido
y directo de los destilados del petréleo, al aire libre, a
través de la oxidacion in situ de los hidrocarburos no-
funcionalizados para generar los correspondientes al-
coholes y cetonas (65).

Se incorpor6 aldehido de betaina a la solucién del ae-
rosol DESI para mejorar la sensibilidad de la deteccion
de los productos de oxidacion: alcoholes de cadena
larga (Fig. 15). El limite de deteccion para los alcanos
(Ci5Hgg a C59Hgy) a partir de muestras puras fue de ca.
20 ng. Las oxidaciones y deshidrogenaciones miultiples
ocurrieron durante la descarga DESI, pero no se observo
la fragmentacién del hidrocarburo, atin en el caso de es-
cualano muy ramificado. Usando mediciones de masa
exacta, se aplicé la técnica con éxito para el analisis de des-
tilados de petréleo que contenian hidrocarburos satura-
dos (65) (Fig. 16).

Los resultados se compararon con los obtenidos me-
diante la aplicacion de otras técnicas como: GC-MS; GC-
FI-TOF-MS (65).
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Figura 14. a) Diagrama de APCI/Mini 10.5. b) Espectro de masas de la mezcla de benceno (15 ppb), tolueno (35 ppb) y etilbenceno (60
ppb). ¢) Espectro de masas de DMMP (65 ppb) y DEET (260 ppb) obtenidos mediante APCI/Mini 10.5. d) Espectro de masas utilizando
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1) Aplicacidn a ciencia de los materiales. Analisis de
polimeros sintéticos

Se usaron las dos técnicas de ionizacién: DESI y ESSI
(electrosonic spray ionization) con spray electrosonico, para
medir los pesos moleculares promedio y la distribuciéon
del peso molecular de las muestras de polimeros indus-
triales en fase s6lida y en solucién (66).

4) ANALISIS DE IMPRESIONES DIGITALES

El analisis de las huellas digitales es de gran impor-
tancia para las aplicaciones forenses, por lo cual ha sido
mencionado anteriormente. Sin embargo, DESI-MS de
huellas digitales merece un item aparte por sus impli-
cancias criminalisticas, toxicologicas y médicas.

Las huellas dactilares podrian contener mas infor-
macion forense que la simple identificacion del sujeto,
ya que pueden brindar elementos de prueba de contacto
con explosivos o sustancias de abuso. La informacién
quimica también puede ser util para resolver la super-
posicion de huellas dactilares de diferentes individuos.
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Se utilizo6 DESI-MS en un modo de imagen para regis-
trar las huellas dactilares con compuestos quimicos es-
pecificos (67). Durante los experimentos, los volunta-
rios tocaron soluciones que contenian restos de drogas,
como cocaina y canabinoides (A>-THCy canabidiol), y
de explosivos, como RDX. Después dejaron sus huellas
en diferentes superficies (vidrio, papel y plastico). Se
generaron huellas digitales con grasa natural (dedos en
la frente) que se usaron como blanco. Utilizando DESI-
MS se pudieron determinar los restos de las sustancias
en las huellas dactilares mediante el registro de los es-
pectros de masas en el modo de perfil de barrido total
(m/z 100-600).

Se analizaron las huellas dactilares conteniendo A®-
THC y canabidiol mediante MS/MS (o sea: MS tandem),
con control de la fragmentacién de los iones m/z 313
del precursor. Las condiciones de la fuente DESI fueron
las siguientes: presion del jet de gas nitrégeno: 7 bar;
angulo de incidencia: 50-58° respecto a la superficie,
solvente del aerosol: metanol:agua (9:1, v/v), flujo: 1,5
pL/min. Se agregaron soluciones de NH,OH (para los



experimentos con A>THC) y NaCl (para experimentos
con RDX) ala solucion del aerosol a concentraciones
finales de 0,1% y 1mM respectivamente (67).

En ningtn caso los contaminantes procedentes de la
superficie representaron un problema, ya que la es-
pectrometria de masas de imagenes puede discrimi-
nar facilmente la ubicacién de los compuestos quimi-
cos, ya sea en la huella digital latente o en la zona
circundante.

Los compuestos endégenos pueden competir por la
ionizacion, pero no compiten bien con muchas drogas
y explosivos. La supresion ionica afecta a todos los pro-
cesos de ionizacién en espectrometria de masas
(MALDI, ESI, SIMS, DESI, etc.). Sin embargo, en DESI
la utilizacién de un solvente apropiado puede minimi-
zar este efecto. Por ejemplo, el uso de solventes polares
en el aerosol favorece la desorcion de los compuestos
polares. En el experimento presentado, dado el sistema
de solventes y las cantidades de material en cuestién, no
se observaron, ni se esperaban, evidencias de supresion
i6nica alguna en las huellas dactilares ricas en sebo.

Se obtuvieron las imagenes DESI del acido graso:
acido cishexadec-6-enoico a partir de una huella digi-
tal en el vidrio; la impresién digital de un dedo con *Cl-
RDX sobre plastico; impresion de un dedo con cocaina
sobre cinta adhesiva y sobre vidrio; impresion con dacido
graso sobre cinta adhesiva; impresion de un dedo con
un compuesto quimico con m/z 235 presente en ambas
impresiones digitales superpuestas, en papel; impre-
si6n de un dedo con A>-THC presente en la primera
huella digital en papel; impresion de un dedo banado
con A>-THC y/o canabidiol, en papel, segun lo identi-
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ficado por la transicion MS/MS tnica de m/z 313 = m/z
245; impresion de un dedo bafiado con A*THC, que se
distingue de canabidiol por la transicion MS/MS tnica
de m/z 313 = m/z 191; impresién de un dedo banado
con cocaina, en vidrio, en el modo pixel y el modo in-
terpolado (67).

Se muestran los espectros de masas en ldndem de A’-
THC y canabidiol en la Fig. 17. Las imdgenes de las
huellas dactilares de los dcidos grasos, *’CI-RDX (aduc-
tos), A>-THC y canabidiol fueron adquiridas en el modo
de iones negativos. Las imagenes de las huellas dacti-
lares de cocaina (moléculas protonadas) fueron ad-
quiridas en el modo de iones positivos (67).

En resumen, se pudieron distinguir a los individuos
y sus antecedentes de exposicion a productos quimicos,
tales como drogas de abuso, explosivos o productos de
aseo personal.

Asimismo, los autores indicaron que estan comen-
zando un proyecto en gran escala para discriminar en-
tre individuos mediante MS usando compuestos endo6-
genos, como acidos grasos, aminoacidos y escualeno,
presentes en las yemas de sus dedos.

5) ANALISIS DE ALIMENTOS

Se conocen varias publicaciones recientes de aplicacion
de DESI-MS y DESI-MS/MS al analisis directo de alimen-
tos, a la busqueda de agroquimicos en alimentos y al ana-
lisis de la presencia de melamina en productos licteos.

Como ejemplo de analisis directo se cita el andlisis de
aceite de oliva (68). Se utiliz6 una técnica de ionizacion
ambiental, la sonda de plasma a baja temperatura (LTP),
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basada en la descarga de barrera dieléctrica, para detectar
los componentes menoresy en trazas (acidos grasos libres,
compuestos fenolicos y volatiles) del aceite de oliva crudo
sin tratar. El método permiti6 la medicién de los acidos gra-
sos libres (el principal parametro de control de calidad
usado para el grado de aceite de oliva de acuerdo a las ca-
tegorias de calidad), compuestos bioactivos fendlicos se-
leccionados y volatiles. Se discutieron y se ilustraron las ven-
tajas y limitaciones del analisis directo de mezclas muy
complejas mediante la combinacién de ionizacién am-
biental/espectrometria de masas en tandem (68).

Los datos muestran la posible aplicacién a gran escala
de los métodos de analisis directo por espectrometria de
masas en la caracterizaciéon de aceite de olivay otros pro-
ductos alimenticios.

Recientemente, DESI-MS se aplic6 al analisis rapido,
in situ, cualitativo y cuantitativo directo, de (ultra)trazas
de compuestos agroquimicos en alimentos (69). Para
evaluar el potencial de DESI-MS en el andlisis de residuos
toxicos en los alimentos, se seleccionaron 16 compues-
tos quimicos agricolas representativos de varias clases
(plaguicidas, insecticidas, herbicidas y fungicidas):
ametryn, amitraz, azoxistrobina, bitertanol, buprofezin,
imazalil, metabolito de imazalil, isofenfos-metil, mala-
tién, nitenpyram, procloraz, spinosad, terbutilazina, tia-
bendazol y tiacloprid.

Se realizaron experimentos DESI-MS y DESI-MS,/MS
con 3 pL de la solucién colocados sobre superficies sua-
ves de politetraflioretileno (PTFE) convencional. La op-
timizacion del solvente del aerosol llevo al uso de ace-
tonitrilo/agua (80:20, v/v), con acido férmico 1%. La
mayoria de los compuestos ensayados mostraron nota-
ble sensibilidad en el modo de iones positivos, similar a
la lograda con espectrometria de masas convencional di-
recta con electrospray (69).
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Para evaluar el enfoque propuesto en muestras rea-
les, se realizaron diferentes experimentos, como el ana-
lisis DESI-MS/MS directo de cascaras de frutas y también
extractos de frutas/vegetales. Los resultados demostra-
ron que DESI permite la deteccion y confirmacién de
trazas de compuestos agroquimicos en muestras comer-
ciales. Ademas, la confirmacién por MS/MS de los pla-
guicidas seleccionados en extractos vegetales inyectados
se obtuvo en niveles absolutos de alrededor de 1 pg para
ametryn. La cuantificacion de los residuos de imazalil
también se realizo utilizando un estandar marcado iso-
topicamente. Los datos obtenidos estuvieron de
acuerdo con los del método de referencia de LC-MS,
con valores de desviacion estandar relativa (RSD) por
debajo del 15% (69).

Los resultados obtenidos demuestran la sensibilidad
de DESI puesto que cumple los estrictos requisitos de re-
gulacion de pesticidas de la Unién Europea (niveles
maximos de residuos) para un gran porcentaje de com-
puestos estudiados.

En cuanto al analisis de otros contaminantes, este mé-
todo resulté apropiado para el andlisis de melamina en
leche. La melamina es un compuesto quimico de gran
uso industrial en la produccion de resinas utilizadas en
laminados, colas, adhesivos y plasticos. Se ha usado re-
cientemente como sustancia adulterante para simular
un mayor contenido en proteinas en la leche en polvo
y otros alimentos.

La ionizacién ambiental usando una sonda de plasma
de baja temperatura (LTP: low-temperature plasma) com-
binada con espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) permiti6 la deteccién y cuantificacién de me-
lamina en leche en polvo, leche entera y otros produc-
tos a niveles inferiores a ppb en tiempos de analisis de
unas pocas decenas de segundos (70).
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Figura 18. Analisis DESI-MS/MS de melamina en alimentos.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (1): 47-79



6) APLICACION DE TLC/DESI-MS. ANALISIS DE
COLORANTES

Ya se ha mencionado el analisis mediante DESI-MS in-
volucrando la cromatografia en capa delgada (TLC) so-
bre todo al estudiar las diferentes clases de superficies
(17)(35).

Sin embargo, este tema merece ser tratado en parti-
cular, dada la importancia de poder realizar el analisis
cuali y cuantitativo de cromatogramas, asi como de elec-
troferogramas.

Las separaciones planas, que incluyen la cromato-
grafia en capa fina (TLC) y electroforesis en gel, son de
uso generalizado y de gran alcance para llevar a cabo la
separacion de mezclas complejas. Para aumentar la uti-
lidad de las separaciones planares, se requieren nuevos
métodos que permitan la caracterizacion in situ de los
componentes individuales de las mezclas separadas.

En los ultimos anos han surgido varios muestreos so-
bre superficies a presion atmosférica y técnicas de ioni-
zacion para usar con espectrometria de masas, y varios
han sido investigados como un medio para leer las sepa-
raciones planas mediante espectrometria de masas (71).

Se ejemplificaron: Desorcion térmica/ionizacion; des-
orcion con laser (ablacion) /ionizacion (LD-APCI desor-
ciéon/ionizacion): AP-MALDI y AP-LD/SI; sonda de
muestreo de superficie por extraccion liquida /ioniza-
cion; sonda de muestreo de superficie por microjunta li-
quida (LM]J-SSP: Liquid microjunction surface sampling
probe); desorcion por chorro liquido y gaseoso/ ioniza-
cion; enfoques on-line: elucién seguida por ionizacion.

Se analizaron los esquemas utilizados para la coloca-
ci6on manual de una placa de HPTLC en la corriente de
gases de DART, la configuraciéon de ELDI, superficie to-
tal de TLC/LM]J-SSP/ESI- MS, la configuracién de DESI;
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el sistema de CycloGraph conectado a la fuente de iones
de ionizaciéon quimica a presion atmosférica APCI-MS y
la interfase TLC/ ESI-MS (71).

Para poder lograr la optimizacién de las condiciones
experimentales se realizaron variados estudios con co-
lorantes como las rodaminas (Fig. 19) (72)(73).

Se us6 TLC-DESI-MS con mejoras a un software para
el control de posicionamiento de la superficie (TLC/MS
manos libres) a fin de permitir la toma automatica de
muestras y de imagenes de los analitos sobre y dentro de
una gran drea superficial de sustratos (72) (Fig. 20). Se
hizo el barrido completo de una calle de TLC (una o mul-
tiples calles) o imagenes de las bandas del analito en una
calle de la placa (es decir, multiples barridos de calles con
espaciamiento cercano). También se discutieron aspectos
del proceso de post adquisicion de datos y los aspectos de
despliegue de datos del sistema de software (72).

7) ANALISIS DESI-MS DE CULTIVOS DE
BACTERIAS

DESI-MS permiti6 obtener espectros de masas muy re-
producibles de microorganismos intactos en condiciones
ambientales; la aplicacion del andlisis de componentes
principales a los datos llevo a la diferenciacion de sub-es-
pecies (74). Asi por ejemplo, se obtuvo el espectro de
masas caracteristico de cepas de Escherichia coli, como: E.
coli JM109, utilizando como solvente del aerosol DESI
metanol-agua (1:1) (Fig. 21) (74).

Se realiz6 el analisis metabolomico en Escherichia coli
mediante DESI-MS (75).

De esta manera, se analiz6 la presencia de metaboli-
tos de interés en los extractos de las células bacterianas
y en el sobrenadante de Escherichia coli. L.os metabolitos

SRM m/z 443 415
SRM m/z 443 >415
SRM m/z 345 =285

Figura 19. Estructuras quimicas de las rodaminas estudiadas.
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Figura 21. Anélisis DESI-MS de una cepa de Escherichia coli.

de interés se identificaron mediante MS/MS de los ba-
rridos de los iones producto utilizando disociacion in-
ducida por colisién (CID) en el modo de iones negati-
vos. Se lograron limites de deteccién de picogramos
para la mayoria de los metabolitos (75).

En un experimento con [U-"*C]-glucosa, en el que se
alimento6 a E. coli con glucosa marcada uniformemente,
también se observaron los iones fragmentos correspon-
dientes de los metabolitos marcados en los extractos
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para la mayoria de los metabolitos. Hubo evidencias de
efectos de matriz, como: la supresion moderada por
otros metabolitos en los espectros de los extractos mar-
cados y sin marcar (75).

Para mejorar la especificidad y la sensibilidad de la de-
teccion, se llevaron a cabo reacciones quimicas in-situ op-
timizadas en condiciones ambientales usando DESI y
ionizacion extractiva por electrospray (EESI: extractive
electrospray ionization) para compuestos especificos. Este
estudio proporcioné la primera indicacion de la posibi-
lidad de realizar metabolomica in situ de una muestra
bacteriana mediante espectrometria de masas de ioni-
zacion en condiciones ambientales.

Las diferentes células bacterianas presentaron espec-
tros de masas distintivos (Fig. 22).

Se obtuvieron espectros MS/MS de varios iones ca-
racteristicos para cada especie de bacteria observados en
el espectro DESI (Tabla 1). (US Pat. 7,335,897 © 2008
Prosolia, Inc.).

En el caso de Pseudomonas aeruginosalos valores de m/z
244y m/z 2770 correspondieron a los picos de los espec-
tros de masas de iones positivos de las quinolonas susti-
tuidas de la Fig. 23. El valor de m/z 211 en el espectro
MS/MS se debe a piocianina ([M+H]* = 211) (Fig. 24)
presente en Bacillus cereus y en una muestra de una se-
mana de P. aeruginosa.

Tabla |. lones caracteristicos observados en distintas especies de bac-
terias

Bacterias Espectro de masas: iones

caracteristicos (m/z)’

156; 188; 257; 365
156; 188; 257; 365; 428

Escherichia coli DHIN
Escherichia coli DH1E
Escherichia coli DH5o 156; 257

Bacillus cereus 156; 189; 211; 227
Pseudomonas aeruginosa 244, 260; 270; 272; 298; 211*

*Pico 211 visto en una muestra de una semana.

Las condiciones de operacion experimental que ge-
neralmente se usan son: voltaje del electrospray: 4 kV,
flujo del solvente: 2 pL./min, presion del gas: 100 psi, dis-
tancia de la punta del aerosol a la superficie (dy): 1
mm, temperatura de la entrada del espectrémetro de
masas: 250 °C, angulo de impacto del electrospray (o.):
55°, angulo de despegue (B): ca. 10°, solvente: metanol-
agua (1:1), material de la superficie: vidrio o portaobje-
tos y tiempo de analisis: ca. 5 segundos.

8) APLICACION AL ANALISIS DE TEJIDOS
BIOLOGICOS DE ORIGEN ANIMAL

El analisis directo de muestras mediante ionizacién a
presion atmosférica (API: atmospheric pressure ionization)
proporciona un método mas rapido para el anadlisis de
compuestos volatiles y semivolatiles que los métodos de



Espectrometria de masas 67

Ecoll DHIN
=
E I.I. 1 L
£ E coli DH1E
&
E
E.coli DHS5a
i L, JI A ¥ BRI S . M
Bacillus ceraus
" Bk o el s B b . -
Pseudomonas seruginosa
160 200 260 a0 150 400 450 E00
miz

Figura 22. Analisis DESI-MS para distinguir diferentes bacterias.

C7(HHQ): 2-Heptil-4(1H)-quinolona [M+H]* =244

Co.(NEHQ) : 2-(1-Nonenil)-4(1H )-quinolona [M+H]*=270

Figura 23. Quinolonas sustituidas responsables de los iones a m/z 244 y m/z 270, presentes en Pseudomonas aeruginosa.

muestras solidas al vacio y puede llevarse a cabo en es-
pectrometros de masas API comerciales. Con s6lo una
modificaciéon simple de una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI: electrospray ionization) o bien, de ioni-
zacion quimica a presion atmosférica (APCI: atmospheric
pressure chemical ionization), se pueden analizar s6lidos, asi
como muestras liquidas, en cuestion de segundos (13).

a) Deteccidn de farmacos en tejidos intactos

Los métodos de ionizacién ambiental para MS permi-
ten mediciones directas de alto rendimiento de muestras
al aire libre. DESI-MS se usa para registrar la intensidad de
distribucion espacial de un farmaco directamente en cor-
tes histologicos de cerebro, pulmoén, rinén y testiculo, sin
tratamiento quimico previo (76).
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Figura 24. Espectro MS/MS de piocianina ([M+H] = 211) presente en Bacillus cereus y en una muestrade una semanade P. aeruginosa.

También se ha realizado el analisis DESI directo de te-
jidos vegetales (77) y animales (26) (28). Para tal fin, se
usan las secciones delgadas de tejido de preparados para
microscopia o nativos, tejidos recién cortados para el ana-
lisis mediante DESI-MS. Usando etapas de movimiento
controlado electronicamente y un fino spray DESI, se lo-
gran imagenes quimicas de las superficies en estudio.

En otros estudios, la resolucion espacial lateral obte-
nida fue de aproximadamente 200 pm, cuando se ensayo
mediante el analisis del perfil de tinta sobre papel foto-
grafico (27).

DESI-MS de imagenes tiene las siguientes ventajas so-
bre el procedimiento convencional de autorradiografia
del organismo completo (whole-body autoradiography ap-
proach): 1) no se requiere marca radiactiva y 2) permite
la deteccion simultinea de los compuestos originales
de las drogas y metabolitos en los tejidos.

Se pueden hacer estudios DESI-MS de tejidos biol6-
gicos intactos (28).

El uso de DESI reactivo en el modo de imagen per-
mitio6 registrar la distribucion espacial 2D de fosfolipidos
y de colesterol simultaneamente en tejidos de cerebro
de rata (48).

Se demostré la aplicaciéon de DESI-MS a imagenes de
tejidos con una resolucion espacial <400 pm (26). Ejem-
plo: imagenes de iones seleccionados de lipidos en una
seccion coronal de 10 pm de cerebro de rata. Cada ima-
gen consistio en 112 x 39 pixeles (4368 espectros de ma-
sas completos) con una dimensién de pixel de 150 pm
x 300 pm. En las imdgenes se vieron las distintas carac-
teristicas anatomicas que pueden distinguirse mediante
los mapas quimicos de lipidos.
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Se obtuvieron los espectros de masas completos para
cada punto (pixel) de la imagen. La distribucién espe-
cifica de los multiples analitos detectados en la superfi-
cie de los tejidos fue adquirida simultineamente.

Evidentemente, las aplicaciones que conservan la ca-
pacidad de registrar la distribucion en el tejido de com-
puestos exégenos y sus metabolitos asociados resulta ser
de una tremenda ventaja en el desarrollo de productos
farmacéuticos. Las imagenes quimicas mediante DESI
tienen esta capacidad y se aplican ventajosamente a la de-
teccién sin marcado de drogas y metabolitos en tejidos.

El hecho que las soluciones de la matriz no requieran
ser depositadas en la superficie del tejido también pre-
senta una ventaja significativa sobre la técnica MALDI
(24). Los dos métodos son, sin embargo, complementa-
rios, ya que MALDI es adecuado principalmente para la
deteccion de moléculas grandes, como péptidos y pro-
teinas, y DESI es muy util para la deteccion de molécu-
las pequenas, como lipidos, metabolitos y moléculas de
farmacos o monodrogas.

El tiempo de analisis depende del tamano de la su-
perficie a ser analizada y de la resolucion deseada. El
analisis de los cortes de tejidos de 6rganos a una reso-
lucion de 250 pm suele tardar entre 30 minutosy 2 ho-
ras (40).

También se conoce un método que consiste en una in-
troduccion rapida de una sonda de sélidos/liquidos, asi
como una alternativa a DART y DESI para muchos tipos
de compuestos. La vaporizacién de los materiales se pro-
duce en la corriente caliente de gas nitrégeno que fluye
desde una sonda ESIT o de APCI. La ionizacién de los va-
pores inducidos térmicamente se produce por descarga



eléctrica bajo condiciones estandares de APCI. La masa
exacta y la fragmentacion de masa seleccionada mues-
tran la capacidad de obtener iones de tejidos biologicos,
monedas y otros objetos colocados en el paso de la co-
rriente de nitrégeno caliente (13).

Asi por ejemplo, DESI de imdgenes proporcion6 la
identificacion y la distribucion de clozapina después de
una dosis oral de 50 mg/kg mediante: i) la medicion de
la abundancia del ion intacto a m/z 327,1 y ii) el moni-
toreo de la disociacién de la droga protonada de m/z
327,1 a su ion producto dominante de m/z270,1. En los
tejidos pulmonares, se realizaron las imagenes DESI en el
modo de barrido completo en el rango de m/z 200-1100,
proporcionando una oportunidad para la cuantificaciéon
relativa mediante el uso de un lipido endégeno para
normalizar la respuesta de la senal de clozapina (76).

La presencia de clozapina fue detectada en todos
los tipos de tejidos, mientras que la presencia del me-
tabolito N-desmetilado se detect6 solamente en los cor-
tes de pulmon.

La cuantificacién de clozapina en cerebro, pulmon, ri-
nony de testiculos, usando LC-MS/MS, revel6 concentra-
ciones 0,05 pg/g (cerebro) hasta un maximo de 10,6 pg/g
(pulmoén).

Los resultados registrados por DESI-MS y los de LC-
MS/MS son concordantes, lo cual es favorable para la uti-
lizacion de DESI-MS de imagenes en la deteccion de dro-
gas y metabolitos directamente en tejidos biolégicos (76).

b) Aplicacién en lipidémica

DESI-MS ha sido utilizada en forma sistematica para
caracterizar fosfolipidos, que son especies abundantes en
las muestras de tejidos biolégicos. Los lipidos desempe-
nan importantes funciones biolégicas y se han observado
diferencias en la composiciéon de los mismos en enfer-
medades como cancer y Alzheimer. Las imagenes de
secciones de tejido fino explotan la capacidad de DESI-
MS para el estudio de estos lipidos directamente en la
matriz biol6gica. En MS de imagenes (IMS: imaging MS),
se registra un espectro de masas en cada pixel mientras
se mueve la superficie que contiene la muestra, de ma-
nera que se cubre el area entera de la muestra. La in-
formacion de estos espectros de masas se puede combi-
nar para crear una imagen quimica 2D de la muestra,
uniendo la informacién sobre la distribucion espacial
con la informacion sobre la identidad quimica de los io-
nes caracteristicos en los espectros de masas.

Asi por ejemplo, se usé DESI-MS para obtener la ima-
gen de una gran variedad de muestras de tejidos como
el adenocarcinoma de higado humano, el cerebro de
rata, tejido de mama humana y tejido del tumor abdo-
minal canino. En estos estudios se compararon el tejido
enfermo y el normal (78).

Recientemente, DESI-MS se utilizé en un modo de
imagen para examinar los perfiles de lipidos en cortes de
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tejido delgado de carcinoma invasivo espontaneo de cé-
lulas transicionales de vejiga urinaria en caninos (un
modelo del cancer invasivo de vejiga en humanos), asi
como en el tejido normal adyacente de cuatro perros di-
ferentes. Se identificaron los glicerofosfolipidos y esfin-
golipidos que aparecieron como senales intensas tanto
en el modo de iones negativos como en el modo de io-
nes positivos mediante barridos de los iones productos
en espectrometria de masas t@ndem usando disociacion
inducida por colision (CID: collision-induced dissociation).
Se observaron diferencias en la distribucion relativa de
las especies de lipidos entre el tumory el tejido normal
adyacente tanto en el modo de iones negativos como en
el de iones positivos (79).

Se compararon los DESI-MS de imagenes con distri-
bucién espacial de glicerofosfolipidos en particular, es-
fingolipidos y dcidos grasos libres tanto en los modos de
iones positivos y negativos con los cortes de tejido seria-
dos tenidos con hematoxilina y eosina (79).

Se observ6 un aumento en la intensidad absoluta y re-
lativa de al menos cinco glicerofosfolipidos diferentes y
tres acidos grasos libres en el modo de iones negativos y
al menos cuatro especies diferentes de lipidos en el modo
de iones positivos en la region del tumor en las muestras
de los cuatro perros. Ademas, una especie de esfingoli-
pido presenté mayor intensidad de la senal en el modo
de iones positivos en el tejido normal respecto al tejido
enfermo. También se us6 el analisis de componentes
principales para generar imagenes estadisticas de los da-
tos obtenidos en el modo de iones negativos y estas ima-
genes estuvieron en excelente acuerdo con las imagenes
DESI obtenidas a partir de iones seleccionados y también
del tejido coloreado con hematoxilina y eosina (79).

También se utiliz6 DESI-MS para la elaboracion de
perfiles e imagenes de las placas arteriales (80).

Una de las caracteristicas de la aterosclerosis es la
acumulacion de lipoproteinas dentro la pared de los va-
sos sanguineos. La composicion de los lipidos puede va-
riar entre los ateromas, incluso dentro de un solo indi-
viduo y también es dinamica, cambiando a medida que
progresa la lesion. Es deseable que el ateroma presente
estabilidad, puesto que la ruptura de las placas inestables
puede interferir con el flujo normal de sangre al cerebro
o al corazén, conduciendo a un accidente cerebrovas-
cular o ataque al corazon.

Mediante DESI-MS en los modos de iones positivos y
negativos se detectaron aductos de sodio y cloro respec-
tivamente, de glicerofosfocolinas diaciladas (GPChos),
esfingomielinas (SMs) y GPChos hidrolizadas. Ademas,
se detectaron ésteres de colesterol via la formacion de
aductos con cationes amonio. Por ultimo, se obtuvo la
imagen del colesterol en el ateroma mediante una deri-
vatizacion quimica in situ del colesterol con el agregado
del reactivo aldehido de betaina directamente en el sol-
vente del aerosol DESI, ya que sino el colesterol seria no
i6nico y no se detectaria. Los experimentos DESI con
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imagenes, en los cuales se determiné la distribucion es-
pacial de varias especies quimicas mediante el barrido
con la sonda DESI a través de una superficie completa de
la muestra, revel6 que hay regiones ricas en lipidos den-
tro de las paredes arteriales y las regiones ricas en lipidos
parecen tener uno de los dos diferentes perfiles de lipi-
dos. Estas regiones ricas en lipidos probablemente co-
rresponden a las dreas de tejidos en donde se han acu-
mulado las particulas de lipoproteinas. También es
posible que la distribucion diferente de los lipidos pueda
correlacionarse con la estabilidad o vulnerabilidad de esa
region en particular de la placa (80).

c¢) Anélisis de drganos completos. Analisis de
glandula adrenal

DESI-MS de imagenes a presion atmosférica con una
resolucion espacial de 200 pm permitié distinguir facil-
mente sutiles diferencias en la distribucion espacial de
compuestos muy relacionados, como norepinefrina y
epinefrina y varios lipidos, en las glandulas suprarrenales
de porcinos (17 x 8 mm) y conejos (7 x 4 mm) adultos.
La deteccion sensible y especifica en el curso de DESI de
imagenes revel6 detalles de la distribucion de catecola-
minas en la médula y en la corteza suprarrenal porcina;
la masa media de adrenalina examinada en cada pixel se
estim6 en alrededor de 150 pg. La distribucion de dcido
ascorbico se obtuvo en el modo de iones negativos. Ade-
mas, la distribucion de colesterol, que no puede ser ob-
servado mediante DESI convencional, se obtuvo utili-
zando la reaccion in situ con aldehido de betaina
agregado al aerosol DESI mientras se obtenian las ima-
genes del tejido de la glandula suprarrenal porcina (81).

Se observaron cuatro tipos caracteristicos de distri-
bucién, con cantidades importantes de los componentes

NH ,

HO

OH

en la médula, la corteza, la zona reticular o en el cuarto
caso, siendo la distribucién homogénea (Figs. 25y 26).
Los resultados estuvieron de acuerdo con los estudios
histolégicos, ampliando esa informacion (81).

9) APLICACION AL ANALISIS DE TEJIDOS
BIOLOGICOS DE ORIGEN VEGETAL

Con DESI-MS es posible hacer mediciones directas so-
bre superficies planas, sin o con poca preparacion de la
muestra. En cuanto a vegetales, se han hecho estudios di-
rectos sobre la superficie de frutos, como tomate, poro-
tos, maiz y también sobre hojas, con el objeto de estudiar
los componentes endégenos y para buscar contaminan-
tes como agroquimicos en su superficie.

También se analizaron mediante DESI-MS alcaloides
(77) y terpenoides. Asi por ejemplo, se realiz6 el anali-
sis directo de las hojas de Stevia mediante DESI-MS. La
especie Stevia rebaudiana es conocida por sus propieda-
des edulcorantes debidas a la presencia de glicosidos de
diterpenos tetraciclicos. Se logré el analisis rapido y di-
recto de los mismos con una cantidad minima de mues-
tra (ca. 0,15 cm x 0,15 cm de fragmento de la hoja). Se
observaron los componentes caracteristicos de la planta
de Stevia tanto en el modo de iones positivos como de io-
nes negativos (82).

La presencia de los glicésidos se confirmé via el ana-
lisis por espectrometria de masas tandem (MS/MS)
usando disociacion inducida por colision (CID: collision-
induced dissociation) y ademas por mediciones de masa
exacta utilizando un LTQ-Orbitrap. El analisis de hojas
secas extraidas con hexano y hojas sin tratar demostré
que DESI puede ser utilizado con éxito para analizar
fragmentos de hojas sin tratar ya que se obtuvieron per-
files idénticos de ambos tipos de muestras (82).

A: Norepinefrina [M+H]*=170,1. B: Epinefrina [M+H]*= 1841

Figura 25. Cuatro tipos caracteristicos de distribucion de los componentes en la glandula adrenal: A, B, C y D.
Valores correspondientes a norepinefrina y epinefrina en el espectro de masas tandem de iones positivos.
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C: Acido ascorbico [M-H] " =175/

D: Acido araquidénico [M-H] " = 3034

Figura 26. Valores correspondientes a acido ascdrbico y acido araquiddnico en el espectro de masas tandem de iones negativos en
glandula adrenal porcina.

Se logré la caracterizacion y la determinacion semi-
cuantitativa de los glic6sidos mediante el perfil de gli-
cosidos en el espectro de masas completo (Fig. 27).

Ademas, se confirmé la presencia de glicésidos ca-
racteristicos en un suplemento dietario natural comer-
cial de Stevia (82). Este estudio proporciona un ejemplo
de la aplicacién de DESI al screening directo de mate-
riales vegetales, en este caso, glicésidos diterpénicos.

10) APLICACION AL ANALISIS DE
BIOMARCADORES MOLECULARES

Las metodologias basadas en espectrometria de masas
estan siendo cada vez mas utilizadas en el descubri-
miento en fase temprana de marcadores moleculares
para el diagnostico de cancer.

Aerosol DESI

e

El descubrimiento molecular de los procesos de las
enfermedades y la integracion con la patologia diag-
nostica esta actualmente en curso. En patologia diag-
nostica y quirirgica se podrian aprovechar la sensibilidad
y la especificidad de las tecnologias basadas en MS- sobre
todo las que proporcionan tanto la identidad por peso
molecular como la informacion espacial directamente a
partir del tejido de biopsias.

Se han analizado por DESI-MS distintas familias de com-
puestos organicos distribuidos en variadas superficies, para
optimizar las condiciones experimentales y conocer las
ventajas y limitaciones de este método. Asi por ejemplo,
DESI-MS se aplic6 al analisis de hidratos de carbono y es-
teroides, observandose que los limites de detecciéon mejo-
raron significativamente mediante la adicion de bajas con-
centraciones de sales al solvente del aerosol (83) (Fig. 28).

Entrada EM

/ . <
Gotitas primarias de H/‘v \
solvente L
Hoja Gotitas secundarias
830
641
- 1001
985
|l
'z

EM del diterpeno

Figura 27. Anélisis de hojas vegetales mediante DESI-MS. Ejemplo de diterpenos tetraciclicos presentes en especies de Stevia.
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Como se ha visto en este trabajo en la aplicacion de
DESI-MS a tejidos biolégicos, los resultados obtenidos
hasta el momento son prometedores para distinguir el te-
jido enfermo del sano mediante la asignacién quimica
obtenida por DESI-MS (26) (28). Por ejemplo: se obtu-
vieron cambios cualitativos en los perfiles de lipidos que
permitieron distinguir la zona con tumor de aquella sin
tumor en una biopsia de tejido de adenocarcinoma de
higado (78-80).

En cuanto a estudios metabolicos, los ésteres de I-car-
nitina con acilos de acidos grasos (acilcarnitinas) son bio-
marcadores utiles para el diagnoéstico de algunos defec-
tos congénitos del metabolismo, siendo usualmente
analizados por cromatografia liquida/espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS). Recientemente, las
acilcarnitinas fueron analizadas por ionizacion quimica
con desorcion térmica a presion atmosférica (APTDCI:
atmospheric pressure thermal desorption chemical ionization)
mediante un espectrémetro de masas (andem comercial
(APTDCI-MS/MS) (84). El método se basa en la deter-
minacion en el modo de barrido del i6n precursor de las
acilcarnitinas no derivatizadas desorbidas de las muestras
mediante un flujo de gas caliente de desolvatacion y io-
nizado mediante una descarga eléctrica. Durante el paso
de desorcién/ionizaciéon la temperatura indujo la de-
gradacion de las acilcarnitinas; sin embargo, el frag-
mento comun a todas los acilcarnitinas [MH-59]" re-
sult6 1util para el andlisis de su perfil. Los parametros
APTDCI, como el angulo de incidencia, el flujo y la tem-
peratura del gas, se optimizaron para las acilcarnitinas.
Los experimentos se realizaron secando 2 pL de una
mezcla equimolar de acilcarnitinas estandares en un
portaobjetos de vidrio. La especificidad se evalué me-
diante la comparacion de los espectros de los iones pro-
ducto y los espectros de los iones precursores de m/z 85
de las acilcarnitinas obtenidos por el método APTDCI y
por ionizacién con electrospray con analisis por inyec-
cion en flujo (ESI-FIA: electrospray ionization flow injection
analysis). E1 método se emple6 también para analizar
acilcarnitinas extraidas de una mancha patolégica de
sangre seca y un control. El método permiti6 el analisis

\ Ha;‘
Aerosol _"N?u" y m

Glucosa

@
Analisis DESI Ha*

ca. b seg.

Aductos salinos de

de muestras biolégicas y el reconocimiento de algunas
acilcarnitinas que son marcadores de diagnoéstico de en-
fermedades metabolicas hereditarias. El analisis intrin-
seco de alto rendimiento de los métodos de ionizaciéon
por desorcion en el medio ambiente ofrece una nueva
oportunidad ya sea para su posible aplicacién en la qui-
mica clinica y para el screening expandido de algunos de-
fectos congénitos del metabolismo (84).

11) ANALISIS DE PEPTIDOS Y PROTEINAS

a) Imagen molecular de muestras bioldgicas:
Localizacién de péptidos y proteinas usando
MALDI-TOF-MS

Primero se us6 espectrometria de masas con desor-
cién/ionizacion por laser asistido por matriz (MALDI-
MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectro-
melry) para generar imagenes de iones de muestras en
uno o mas valores de m/z brindando asi la posibilidad de
mapeo de moléculas especificas en las coordenadas bi-
dimensionales de la muestra original.

La alta sensibilidad de la técnica (niveles de sub-fen-
tomoles a attomoles para proteinas y péptidos) permitio
el estudio de los procesos bioquimicos organizados que,
por ejemplo, ocurren en cortes de tejidos de mamiferos.
El espectrometro de masas se utilizé para determinar los
pesos moleculares de las moléculas en las capas superfi-
ciales del tejido.

Las moléculas desorbidas de la muestra estaban uni-
protonadas, dando un i6n a [M + H]*, con M como masa
molecular (24).

El procedimiento consistié en recubrir la seccion de
tejido, o un blotted imprint de la seccién, con una capa del-
gada de matriz absorbente de energia y luego analizar la
muestra para producir una serie ordenada de espectros
de masas, cada uno con valores de m/z nominales, cu-
briendo un rango de mas de 50.000 Da (24).

Las imagenes se desplegaron en valores individuales
de m/z como una imagen de iones seleccionados, que lo-
calizarian los compuestos individuales en el tejido, o
bien, como una suma de imagenes de iones (24).

[M+Ha]*
- Ha*t
ﬁ
[2M+Hal*
| N N
m/z

MS

esteroides y azucares

Figura 28. Anélisis DESI-MS de esteroides y aziicares con el agregado de sales sédicas para aumentar la sensibilidad en la deteccion.
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Las imagenes de iones MALDI de secciones de tejido
se obtuvieron directamente de los cortes de tejido si-
guiendo los pasos preparativos y ésto se demostré para
el mapeo de la insulina contenida en un islote en una
seccion de pancreas de rata, los péptidos hormonales en
una pequena drea de una seccién de la pituitaria de
rata y una pequena proteina unida a la membrana de las
células de la mucosa humana (24).

Alternativamente, las impresiones del tejido se anali-
zaron mediante blotting de las secciones del tejido sobre
objetivos (targets) especialmente preparados conte-
niendo un material absorbente, por ejemplo: esferitas de
resina recubiertas con Cqg. Los péptidos y las pequenas
proteinas se unieron al C;gy crearon una impresion po-
sitiva del tejido que se convirtié en imagen mediante el
espectrometro de masas (24).

Esto se demostr6 por el analisis MALDI de imagenes
de iones de regiones del bazo y pancreas de ratay en un
area de la pituitaria de rata atravesando las regiones an-
terior, intermedia y posterior, donde se mapearon los
péptidos localizados. En un tnico espectro del 16bulo an-
terior/intermedio de una impresion de pituitaria de
rata, se observaron mas de 50 iones correspondientes a
los péptidos presentes en este tejido, asi como precur-
sores, isoformas y fragmentos metabolicos (24).

b) Identificacion de proteinas en mezclas complejas
mediante LC-MS

Hoy en dia, la cromatografia liquida/espectrometria
de masas 2D (2D-LC-MS) es la técnica que se usa para la
identificacion de proteinas a partir de muestras comple-
jas de proteoma en muchos laboratorios. Ambos métodos
de cromatografia liquida 2D utilizan dos técnicas de se-
paracion ortogonal de cromatografia liquida. Las técni-
cas mas utilizadas son cromatografia de intercambio ca-
tiénico fuerte para la primera dimension y separacion en
fase reversa para la segunda dimension. Con el fin de me-
jorar la sensibilidad de la separacion en fase reversa se re-
aliza generalmente en la escala de nanoflujo y se utiliza
espectrometria de masas como método de deteccion fi-
nal. Las técnicas de cromatografia liquida de alta reso-
lucion complementan las técnicas de 2D-gel. Esto es es-
pecialmente cierto para la separacion en gel de proteinas
hidrofébicas de membrana, que desempenan un papel
importante en las células vivas y son objetivos importan-
tes para futuras drogas farmacéuticas (85).

¢) Andlisis de proteinas intactas mediante técnicas
de desorcidn/ionizacién en condiciones ambientales
combinadas con espectrometria de masas

El método de espectrometria de masas con desor-
cién/ionizacién por ldser asistida por electrospray
(ELDI: electrospray-assisted laser desorption/ionization), que
combina la desorcion por laser con la post-ionizacién por
electrospray, se aplicé al analisis rapido de materiales s6-
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lidos en condiciones ambientales. L.os analitos fueron
desorbidos del s6lido metadlico y los sustratos aislantes
mediante un laser pulsado de nitrégeno. La post-ioni-
zacion con electrospray produjo espectros de masas de
alta calidad caracteristicos de ESI-MS, como por ejemplo:
proteinas con multiples cargas. Asi se obtuvieron espec-
tros de masas de proteinas intactas usando desorciéon con
laser sin adicion de una matriz (11). Se demostré la
aplicabilidad con citocromo c bovino y una droga ilicita
que contenia metacualona. Asi se mostré la utilidad de
ELDI para el analisis de proteinas y compuestos organi-
cos sintéticos (11).

También se usé6 DESI-MS con un espectrémetro de
masas Orbitrap para la caracterizacion y la medicion de
la masa exacta de péptidos (34). Se realiz6 el analisis di-
recto de alta resolucion de péptidos y proteinas me-
diante el acoplamiento de una fuente de iones de DESI
a MS con resonancia de iones de ciclotrén con trans-
formada de Fourier (FT-ICR-MS: Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry) (38). El diseno de la
fuente DESI-FT-ICR-MS se describié en detalle junto
con los datos preliminares obtenidos con péptidos y
proteinas de 1 a 5,7 kDa (38).

Una ionizacion suave por electrospray de las proteinas
se logré mediante el flujo de gas de alta velocidad de un
amplificador de aire para mejorar la desolvatacion en
ESI convencional y generar iones intactos de la proteina
plegada en fase gaseosa. Se hicieron comparaciones en-
tre los espectros ESI de una serie de proteinas modelo,
como: ubiquitina, citocromo c, lisozima y mioglobina, en
un rango de valores de pH bajo condiciones optimizadas,
con y sin un amplificador de aire para lograr un flujo de
gas de alta velocidad. Se confirmé el aumento de las se-
nales de los iones informados anteriormente. Ademas, los
picos registrados utilizando el amplificador de aire resul-
taron ser mds angostos, correspondiendo a una desolva-
tacion mas completa. También se observaron cambios sig-
nificativos en la distribuciéon de carga-estado, con un
desplazamiento al estado de menor carga en el flujo de alta
velocidad. Se exploro la relacion entre la distribuciéon ob-
servada de carga-estado y la conformacion de la proteina
mediante la comparacion de la carga de los desplaza-
mientos carga-estado y la distribucion de los estados de
carga para las proteinas que son o no estables en sus con-
formaciones nativas en soluciones de bajo pH (86).

Los datos sugirieron que la conformaciéon de la pro-
teina nativa o tipo nativa se mantenia, usando el ampli-
ficador de aire en todos los casos examinados. Esto se ex-
plic6 mediante un mecanismo en el que el amplificador
de aire crea rapidamente pequenas gotas a partir de las
gotas ESI grandes originales y estas microgotas entonces
desolvatan sin un descenso significativo en el pH, cau-
sando la retencion de la conformacion de la proteina
plegada. Ademas, la holoforma de la mioglobina ioni-
zada result6 visible a pH 3,5, que es un valor mucho me-
nor que el minimo necesario para ver esta forma en ESI
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convencional. Estos resultados proporcionan evidencias
de la importancia de las condiciones utilizadas en el
proceso de desolvatacion para la preservacion de la con-
formacion de la proteinay sugieren que las condiciones
logradas al utilizar flujos de gas de alta velocidad para
ayudar a la evaporacion de las gotitas y a la desolvatacion
de los iones, son mucho mas suaves que las de los expe-
rimentos ESI convencionales (86).

Recientemente, varios fosfo- y sulfopéptidos fueron so-
metidos a una disociacion térmica a presion atmosférica
(APTD: atmospheric pressure thermal dissociation), que se
efectué mediante el pasaje de los iones de péptidos ge-
nerados por la ionizaciéon por spray electrosénico (ESSI:
electrosonic spray ionization ) a través de un tubo caliente me-
talico en espiral (87) (Fig. 29). Se observé la secuencia in-
formativa de los fragmentos de iones, con mayor intensi-
dad relativa en APTD en comparacion con la disociacion
inducida por colision (CID: collision-induced dissociation),
realizada dentro de la trampa de iones. Se observé un
cierto grado de preservacion de las unidades de ésteres de
fosfato y de sulfato en algunos iones fragmentos en APTD.
Los fragmentos neutros generados fuera del espectré-
metro de masas fueron analizados adicionalmente via
descarga eléctrica en linea, para proveer informacion rica
y complementaria de la secuencia a la proporcionada
por los iones fragmento obtenidos directamente a partir
de APTD, aunque se observaron pérdidas completas de
los grupos de modificacion. La informacion mejorada de
la secuencia primaria de los fosfo-y sulfopéptidos se ob-
tuvo mediante el analisis de los fragmentos i6nicos y neu-
tros a partir de APTD en comparacion con los iones frag-
mento provenientes de CID solo. La localizacion de los
sitios de modificacion de los fosfo- y sulfopéptidos se logré
mediante la combinacién de la informacion estructural
adquiridos a partir de APTD y de CID (87).

Cuando se expuso un emisor nanoelectrospray (na-
noESI; ionizacion “suave”) primero a un plasma de he-

Fosfo-y Sulfopeptidos

lio (Fig. 30), y se produjo la ionizacion, causé la frag-
mentacion significativa y util del péptido. La apariciéon de
fragmentos i6nicos abundantes del péptido en el espec-
tro de masas se atribuyo6 a la liberacion de los electroli-
tos en la solucion. Los grupos fosfato labiles en el pép-
tido se mantuvieron durante la fragmentacion (88).

d) Anélisis de digestos de proteinas mediante
HPTLC/DESI-MS de imagenes

DESI-MS result6 ser un método muy adecuado para de-
tectar e identificar los péptidos de separaciones en dos di-
mensiones de digestos tripticos de citocromo ¢ y mio-
globina realizadas en hojas de celulosa de HPTLC (89).

Los espectros de masas tandem se obtuvieron a partir de
los barridos de cada calle de las placas de TLC. Los pépti-
dos y las proteinas fueron identificados usando software de
busqueda en una base de datos. Se mape6 la distribucion
bidimensional de los péptidos identificados para cada di-
gesto de proteinas por separado.

Las coberturas de las secuencias de citocromo c y
mioglobina fueron de 81 y 74% respectivamente. Estos
resultados se compararon con los determinados me-
diante HPLC/ESI-MS/MS (89 y 84% respectivamente).
El uso de HPTLC/DESI, que es mas sensible, mejoro la
deteccion de los péptidos con valores bajos de Rf y me-
joré la cobertura de la secuencia. Sin embargo, en estos
espectros aparecieron multiples cargas y mas sodiacion
en relacion con los espectros de HPLC/ESI-MS (89). Se
intenta superar estos problemas, ya que pueden afectar
a la identificacién de péptidos por MS/MS.

12) ANALISIS CUANTITATIVO MEDIANTE DESI-MS

En este trabajo se han visto varias aplicaciones de
DESI-MS, asi como modificaciones técnicas que favore-
cen y amplian los sustratos de investigacion.

Deflector de
iones
-3 kV

Descarga
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Figura 29. lonizacidn por spray electrosénico (ESSI) de fosfo- y sulfopéptidos y posterior disociacion térmica a presion atmosférica
mediante el pasaje de los iones generados por ESSI a través de un tubo caliente metélico en espiral.
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Figura 30. lonizacién por nanoelectrospray (nanoESI) con plasma de helio y la fragmentacion observada del péptido.

DESI-MS es una técnica emergente para el analisis
ambiental, sin embargo, su aplicacion a la cuantificacion
de rutina no se ha explorado suficientemente hasta
ahora. Es por ello que, recientemente se efectu6 el es-
tudio del analisis cuantitativo de moléculas pequenas
mediante DESI-MS en una superficie de politetrafltio-
retileno (PTFE) poroso, que presenta menor contami-
nacion cruzada entre las muestras y mejor sensibilidad
y estabilidad de la senal en comparacién con otras su-
perficies (90).

Los experimentos cuantitativos con 1 pL. de solucio-
nes del B-bloqueante propranolol, con propranolol mar-
cado isotopicamente como estandar interno, mostra-
ron una buena correlacion lineal (r’>> 0,996) en el
intervalo de 0,01-100 pM. La precision inter-dias, basada
en la desviacion estandar relativa, mediante repeticiones
analizadas en tres dias diferentes fue de 13% para 0,01
PM y mejor que 7% para los restantes puntos de cali-
bracién. La exactitud inter-dias, expresada como error
relativo, fue mejor que + 7% para todos los puntos de ca-
libracion a lo largo de la curva. Estas mediciones dia a
dia sugirieron que DESI-MS puede ser empleado con
éxito para el anadlisis cuantitativo de rutina. También se
presento el uso del andlogo atenolol como estandar in-
terno y otras consideraciones que mejorarian la cuanti-
ficacion de DESI-MS (90).

Se caracteriz6 una fuente DESI de alto rendimiento re-
cientemente desarrollada en funcion de su eficiencia en
el analisis cuantitativo. Para ello, se analiz6 una placa con
96 pocillos con productos farmacéuticos en diversas ma-
trices, en una sola corrida de DESI-MS con un tiempo de
analisis total de 3 minutos. Estas muestras en solucion se
examinaron a partir de una tinta de PTFE hidrofébica im-
presa en el vidrio. Se caracterizaron exactitud, precision
y limite de deteccion (LOD) cuantitativos. Se examinaron
muestras quimicas sin fondo quimico de propranolol
con propranolol-d; como estandar interno y de carba-
mazepina con carbamazepina-d;, como estandar interno.
Asi se tuvieron dos lotes de muestras de proprano-
lol/propranolol-d; en distintas concentraciones en un

medio bioldgico de orina al 10% o de extracto de lipidos
totales de cerebro porcino, con una concentracion de li-
pidos totales de 250 ng/pL. Las muestras sin fondo qui-
mico, examinadas en un tiempo de analisis total de 1,5 se-
gundos/muestra, mostraron buena exactitud y precision
cuantitativa, con un error relativo y desviacion estandar
relativa por lo general menor de 3% y 5% respectiva-
mente. Las muestras en orina y en el extracto de lipidos
requirieron un mayor tiempo de analisis (2,5 segundos/
muestra) y dieron valores de desviacion estandar relativa
de alrededor de 10% y de 4% respectivamente y valores
de error relativo menores a 3% para ambos lotes (91).

El limite de detecciéon de propranolol y carbamaze-
pina, cuando se analizaron sin fondo quimico, fue de 10
y 30 fmoles respectivamente. EI limite de deteccion de
propranolol aument6 a 400 fmoles cuando se lo analiz6
en orina al 10% y a 200 fmoles en el extracto de lipidos
de cerebro (91).

Conclusiones

La técnica DESI combinada con la espectrometria
de masas de imdagenes tiene la ventaja de ser realizada a
presion atmosférica, es decir, fuera del vacio del espec-
trometro permitiendo asi el analisis in situ. Ademas
brinda la caracterizacion de los compuestos quimicos
presentes en las superficies en estudio. Es por ello que
se habla de ¢magen quimica por DESI-MS.

Como la desorcién/ionizacion se realiza en condi-
ciones suaves se pueden analizar cuali- y cuantitativa-
mente compuestos de bajo peso molecular, como lipidos,
alcaloides, explosivos, esteroides, hidratos de carbonoy
variados terpenoides, y los de alto peso molecular como
péptidos y proteinas.

Se destacan las aplicaciones en el campo forense, mé-
dico y de seguridad, el andlisis tisular y los aportes a la
lipidémica, proteémica y metabolémica. DESI, sin em-
bargo, también crea un debate ético, ya que permite, por
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ejemplo: llevar a cabo analisis toxicologicos sin que los
afectados se den cuenta.

Las investigaciones en curso abordan cuestiones con
relacion a la sensibilidad, rendimientos de ionizacién de
compuestos especificos, supresion iénica especifica ti-
sular y los efectos de la composicion del solvente sobre
los rendimientos de la ionizacion.

Si bien en los dltimos anos se han realizado aportes
significativos en medicina preventiva y etiopatogenia,
queda atun un largo camino en metabolémica para cum-
plir con los objetivos médico-clinicos establecidos ini-
cialmente para DESI-MS.
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