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Tabla 3. Pardmetros obtenidos de la comparacion de factores de respuesta para ambos pares de isotopologos
(dolds y dolds) de AEPy de cuatro dcidos grasos poliinsaturados presentes en la mezcla de reaccion, denotando
principalmente los errores relativos de las pendientes entre isotopdlogos de cada par, utilizando entre 3 y 5
puntos de dilucion y con coeficientes de regresion lineal altos (0.9647-0.9999).

Tabla 4. Composicion de lipidos de los aceites empleados para las pruebas de derivatizacién de acuerdo con las
etiquetas de los proveedores, notablemente los proveedores de aceite de chia y de linaza especificaron los
porcentajes de omega 3 y 6 dentro de la composicion de los lipidos poliinsaturados de dichos aceites.

Tabla 5. Composicién porcentual en masa de dcidos grasos contenida en el material de referencia certificado
(Cod Liver Oil SA LRACS8228), en el caso de isémeros se muestran agrupados por el nivel de alcance del método
utilizado en este trabajo. En los siguientes columnas se representan los valores m/z utilizados para cada uno de
los dcidos y su isotopdlogo, nivel minimo (Cw) y mdximo (Cm) de concentracion, ecuacion de calibracion y R?
correspondientes.

Tabla 6. Resultados de determinacion de 12 dcidos grasos (SFAs, MUFAs y PUFAs) en muestras reales,
incluyendo 7 aceites vegetales, aceite de menhaden, 3 suplementos dietéticos basados en aceites de pescado (CLO:
aceite de higado de bacalao; Pez 1: aceite de pescado sin especificacién y Pez 2: aceite de salmén) y alga P.
yezoensis.

Tabla 7. Cantidad de EPA y DHA en mg por cada 100 mg de aceites de suplementos dietéticos de pescado y en
alga comestible P. yezoensis mediante el enfoque dirigido empleando derivatizacion codificada por los
isotopologos AEPy dolds.

Tabla 8. Composicion proporcional (%) de los dcidos grasos encontrados en las muestras analizadas y algunos
indices nutricionales del potencial efecto en la salud cardiovascular de los aceites (se asume contenido total de
omega 3 y omega 6 en los dcidos sefialados con uno y dos asteriscos, respectivamente, asi como el total de 18:1
en configuracion cis).
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Resumen

La derivatizacion de inversion de carga codificada por isdtopos (CS-ICD, por sus siglas en
inglés: Charge-Switch-Isotope-Coded-Derivatization) es una estrategia utilizada en
espectrometria de masas para asegurar abundante poblacién de iones en la fase gaseosa en
la fuente de ionizacion y al mismo tiempo permitir la deteccion simultanea de los iones que
fueron derivatizados con dos isotopdlogos diferentes del mismo agente derivatizante. El
objetivo de este trabajo ha sido sintetizar agentes derivatizantes etiquetados con dtomos de
deuterio y examinar su utilidad en el analisis exploratorio y cuantitativo de acidos grasos
(FA) en aceites vegetales y en suplementos dietéticos.

En particular, con base en el estado del arte de los agentes derivatizantes aplicados al andlisis
de FA asi como de las estrategias para etiquetado con deuterio, se diseharon tres
derivatizantes CS-ICD.

Derivatizante 1: AEPy

La sintesis de tres isotopologos se realiz6 a partir de piridina con abundancia isotopica
natural, piridina-ds etiquetada en el laboratorio y piridina-ds obtenida comercialmente,
respectivamente. Las mezclas conformadas por los dos pares de isotopologos AEPy dolds y
AEPy dolds fueron evaluadas comparando la reactividad de cada uno de los isotopo6logos en
la derivatizacion de los FA y el desempefio de los derivados en el andlisis por cromatografia
de liquidos con deteccion por espectrometria de masas (LC-MS) con enfoque dirigido y no
dirigido (Esquema 1).

Muestra 1 Muestra 2
@
o =
Derivatizacion Derivatizacion
AEPyd, | | AEPyd, @ NETwg,
@ Ligero + Pesado @
= :36
@I\/\NH%TG n:305 (D) e (D)
(deuterios) |
@) N g\/\NH%ﬁ
@ Br
LC-MS

Esquema 1. Esquema general de aplicacion del derivatizante 1y estructuras de los tres isotopdlogos de AEPy.
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Derivatizante 2: AMPP

Se seleccion6 el compuesto AMPP reportado anteriormente como un derivatizante de los
FA, explorando la posibilidad de obtener sus cuatro isotopdlogos, cuyas estructuras se
presentan abajo. De esta manera, se esperaba poder aumentar el nimero de canales en la
estrategia de multiplexado. En la sintesis, se utilizaron cuatro sintones deuterados en el
laboratorio; tres basados en piridina obtenidos mediante intercambio de isotopos de
hidrégeno con catdlisis basica y uno basado en el 1-bromo-4-nitrobenceno etiquetado con
un catalizador de Ag(I). Siguiendo esta propuesta, las diferencias de masa entre cada
isotopologo del derivatizante serian de 3 Da (Esquema 2), para su uso simultaneo y potencial
analisis comparativo de varias muestras a la vez o analisis fluxional de cambios en el tiempo
de la sintesis de metabolitos mediante LC-MS/SM.

@
X X ‘ X
o &7 oF
) O )
) §5)
AMPP-do AMPP-ds AMPP-ds AMPP-ds
m/z 185.10 mlz 188.12 mlz 191.14 mlz 194.16

1500

10004

184 186 188 190 192 194 196 mz

Esquema 2. Estructuras quimicas de los 4 isotopdlogos del sistema AMPP 4-plex (arriba) y espectro de masas

simulado in silico de los iones esperados para los 4 isotopdlogos de AMPP (?Ho, 2Hs, 2Hs y 2Ho) suponiendo
contenido del 100% de deuterio en cada caso.

Derivatizante 3: combinacion de AEPy y AMMP

El tercer esquema de derivatizacion se basa en la combinacion de AEPy y AMMP, pues estos
derivatizantes son isdmeros. Aunque tipicamente la derivatizacion isobarica se logra con
isotopomeros y/o isotopdlogos, en este caso se propone la derivatizacion por separado de la
misma muestra con AEPy y con AMMP para analisis shotgun, ambos poseen la misma masa,
pero inducen distintos mecanismos de fragmentacion. Mientras AMMP genera iones
diagnostico para resolver la posicion de dobles enlaces en mezclas de isdmeros de acidos
grasos, AEPy genera un solo ion a partir de todos los isomeros de un acido de la mezcla, el
cual se puede usar para normalizar las intensidades de los iones diagndstico y cuantificar

IX



isdmeros en sus mezclas de MUFAS y PUFAs en el nivel MS? (Esquema 3). Generalmente los
enfoques shotgun que emplean unicamente AMMP (o AMPP, el cual también induce
formacion de iones diagndstico durante fragmentacidon) suelen normalizar los iones
diagnostico respecto a un ion de baja masa generado por el mismo derivatizante
(representado en azul en el esquema 3), sin embargo, las interferencias espectrales causadas
por acidos con una insaturacion mas contribuyen en la producciéon de este ion y generan
errores de cuantificacion.
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Esquema 3. Amplificacion de espectro experimental obtenido por infusion directa (izquierda, morado) de dcidos en muestra
real (aceite de menhaden) derivatizados con AEPy y su respectivo espectro tedrico descompuesto en colores de acuerdo con
las contribuciones de los patrones isotdpicos de cada dcido presente en la muestra (izquierda, abajo), la amplificacion del ion
de m/z 435.33 muestra las contribuciones del dcido 22:6 en el pico monoisotopico del ion 22:5 (DPA), lo que en la
fragmentacion contribuiria en el ion azul etiquetado como AMMP (espectro hipotético de MS/MS, figura derecha, pico azul)
si se hubiese empleado tal derivatizante en lugar de AEPy. Del lado derecho se esquematiza el enfoque propuesto, basado en
la derivatizacion isobdrica con los isémeros AMMP y AEPy indistinguibles en MS?. Por su parte, cada uno de ellos induce
fragmentaciones bien definidas, de migracion de carga en AEPy y de carga remota en AMMP, de modo que los iones
diagndstico en mezclas w-3 y w-6 procedentes del ion correspondiente al dcido 22:5 se generan por AMMP (rosa y amarillo),
mientras que AEPy genera un solo ion comiin por pérdida neutra de piridina conteniendo ambos analitos de la mezcla. Si
la derivatizacion se realiza en paralelo y a partir de la misma cantidad de analito, la cuantificacion deberia ser mds confiable
que usar un ion procedente del derivatizante AMMP, el cual tiene contribuciones de interferencias espectrales de MS?
(especificamente de 22:6).

La tesis contiene cinco capitulos. En el capitulo uno se da una introduccion de varios temas
de relevancia para el proyecto, de inicio se abordan los desarrollos tecnologicos en la
espectrometria de masas gracias a los cuales los isdtopos estables han cobrado terreno en el
desarrollo metodoldgico para el andlisis cuantitativo. A continuacion, se introduce el
concepto y principio de estdndar interno y de la dilucion isotdpica molecular, y se muestran
ejemplos particulares de estdndares internos marcados con deuterio. Se explora el estado
del arte de dos enfoques de derivatizacion que muchas veces co-existen en el analisis de
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acidos grasos: la derivatizacidon codificada por isétopos y la derivatizacion de inversion de
carga. Se abordan también los mecanismos de fragmentacion tipicos de los FA derivatizados
y se discute como estos mecanismos se han aprovechado para fines de elucidacién
estructural y de cuantificacion. Finalmente se describen estrategias para el marcaje con
deuterio con potencial aplicaciéon dentro del proyecto de tesis, empleando catdlisis basica y
metales de transicion, especificamente sales de Ag(I).

En el capitulo dos se definen los objetivos particulares y generales del presente trabajo de
tesis.

En el capitulo tres se enlistan los reactivos utilizados, materiales y suplementos, se describen
los equipos analiticos empleados para llevar a cabo los analisis, asi como los softwares
mediante los cuales se controlaron los equipos y se procesaron los datos.

En el capitulo cuatro se presentan y discuten los resultados obtenidos para cada uno de los
derivatizantes disefiados. La mayor parte de los resultados corresponden al uso del
derivatizante 1, AEPy. Se sintetizaron y caracterizaron sus tres isotopologos y se llevd a cabo
la seleccion de parametros de reaccion para la derivatizacion de acidos grasos de cadena
corta, media y larga, ademds se seleccionaron los pardmetros instrumentales para la
deteccion de los FA derivatizados con AEPy. Se comparo el desempenio de los tres canales
demostrando la viabilidad de los isotopologos pesados para utilizarse como estandares
internos. Finalmente se aplicaron los dos sistemas de derivatizante, cada uno de ellos
compuesto por dos isotopologos, al perfilado no dirigido de FA en aceite de menhaden
mediante andlisis LC-MS. El sistema AEPy dolds fue utilizado para la cuantificacion de FA
en varias muestras de aceites vegetales y de suplementos dietéticos basados en aceite de
pescado. En el caso de los derivatizantes 2 y 3 (AMPP 4-plex y AMMP-AEPy) solamente se
avanzo en la sintesis parcial sin concretarla con éxito, sin embargo, para el caso de AMPP se
prepararon varios sintones etiquetados regioselectivamente con deuterio.

Los resultados obtenidos durante el proyecto de tesis permitieron elaborar una serie de
conclusiones que se enlistan en el capitulo cinco. Al final del texto se pueden encontrar
figuras anexas referidas a lo largo de la discusion de los resultados de manera
complementaria.
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Capitulo I. Introduccion
I.1. Uso de is6topos estables en analisis cuantitativo por espectrometria de masas

Historicamente el uso de is6topos estables (IE) en investigacion y el desarrollo instrumental
y metodoldgico de la espectrometria de masas (MS) han evolucionado sinérgicamente. Entre
las primeras aportaciones en el drea de espectrometria de masas se encuentra el
entendimiento de la naturaleza isotdpica de los elementos, inicialmente con el hallazgo del
2Ne por ].J. Thompson, quién luego de aislar el [CO2]* y descartar que la fraccion de m/z 22
observada en su espectrografo de masas parabdlico se tratara de [COz]** (figura 1), pudo
afirmar que lo observado era “una pequena fraccion de nedén” con intensidades relativas
alrededor de 9:1 (Miinzenberg, 2013a).

Figura 1. Espectro obtenido con el espectrégrafo de masas parabélico de J.J. Thomson en 1913, se pueden observar en el
cuadrante inferior derecho las lineas correspondientes a los isétopos de neén *°Ne y »Ne.

Unos afios mas tarde, su discipulo F.W. Aston encontro6 un tercer isétopo de Ne atin menos
abundante (~0.3%) de masa 21 u. Debido a sus importantes contribuciones, Thomson es
considerado el “padre de la espectrometria de masas” y Aston el “padre de los is6topos”.

La espectrometria de masas actual ofrece alta sensibilidad y cobertura de un gran ntimero
de metabolitos por su capacidad de detecciéon y de acoplamiento con técnicas separativas
(como LC y GC). Ademas, hoy en dia en MS los isétopos estables poseen un terreno de
aplicaciones amplio y consolidado, por ejemplo, el trazado metabdlico, el analisis
cuantitativo, la elucidacion de mecanismos de fragmentacion de iones en fase gas (Thomas,
1971), entre muchos otros. El etiquetado isotdpico sirve como herramienta para
investigacion por espectrometria de masas, pero a su vez la espectrometria de masas resulta
una excelente herramienta para monitorear y cuantificar procesos de
marcaje/enriquecimiento isotépico (Gross, 2004). En ese sentido, existen dos principales
convenciones para denotar las abundancias isotdpicas: la primera es igualando la suma de
las intensidades de las contribuciones isotopicas al 100%, y la segunda es normalizando la
intensidad del isdtopo mas abundante al 100%.
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Figura 2. Linea del tiempo “Coevolucion entre el uso cuantitativo de isétopos estables y el desarrollo instrumental en espectrometria de masas”, plasma algunos aspectos importantes

recapitulados independientemente por Becker, 2007, Lehmann, 2017 y Miinzenberg, 2013, sobre el desarrollo tanto de la instrumentacion en espectrometria de masas como en el 1so
cuantitativo de isétopos estables aplicado al estudio de ciencias de la vida.
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La linea del tiempo mostrada en la figura 2 busca plasmar algunos eventos clave
estrechamente correlacionados en el tiempo tanto del desarrollo instrumental de la
espectrometria de masas, asi como del surgimiento de aplicaciones cuantitativas basadas en
isotopos estables (IE) para estudios en ciencias de la vida. Partiendo de la invencion del
principio de la dilucion isotdpica (atribuida a Hevesy y otros autores) en la que se requerian
muy bajos niveles de enriquecimiento (Rittenberg & Foster, 1940; Schoenheimer &
Rittenberg, 1938; Ussing, 1939), con el uso de la técnica MS de relacion isotopica (IR-MS), la
cual implica la conversidon quimica de los analitos en pequefias moléculas (Nier et al., 1940),
ofreciendo una precision relativa de los datos de relacion isotopica del 0.001% de
abundancia relativa de sefiales entre isotopdlogos, de tal modo que la adicion de un trazador
marcado con un exceso del 5% de atomos de *N resultaba suficiente con alcance a fatores
de dilucion de hasta 10° y 10* (Lehmann, 2017). Pasando luego por el acoplamiento GC-MS
y su aplicacion a compuestos organicos, esto incremento los experimentos metabdlicos y la
cuantificacion asistida por estdndares internos etiquetados con IE (principalmente en
pequenas moléculas), con precision relativa en la medicion de abundancias isotopicas entre
isotopologos del 1-3%, para mezclas con relacion entre 1:10 y 10:1 (Eneroth et al., 1966;
Horning et al., 1974), por tratarse de fragmentos moleculares a diferencia de IR-MS.
Posteriormente, la introduccion de las técnicas de ionizacion suaves (ESI y MALDI) desperto
el interés por experimentos de etiquetado in vivo con células y organismos completos (Ong
et al., 2002). La espectrometria de masas en tdindem (MS/MS) que incluye fragmentacion de
iones precursores en celdas de disociacién por colisién (CID) o sistemas tales como triple
quadrupolo (QQQ) o quadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) permitié nuevos modos de
escaneo y adquisicion. El acoplamiento con cromatografia de liquidos LC-MS/MS fue
definitivamente mas desafiante, pero expandi6 la cobertura hacia analitos poco volatiles y
directo en solucién (ESI) o co-cristalizados con una matriz quimica (MALDI). Aunque al
inicio la protedmica cuantitativa no implico IE, la necesidad de datos cuantitativos precisos
para estudios biologicos por proteomica basada en MS desencadend el surgimiento de
nuevas estrategias de etiquetado con IE aplicadas a péptidos, proteinas, células y
organismos completos (Chahrour et al., 2015; Flory et al., 2002). Ademas, la cuantificacion a
partir de espectros MS? no s6lo permitié incrementar la relacion senal/ruido, sino que
también inspiro el disefio de diversos enfoques cuantitativos entre los que se incluyen (pero
no se limitan a) las famosas etiquetas quimicas isobaricas (TMT y iTRAQ) para andlisis
simultdneo de varias muestras sin complicar los espectros MS (Ross et al., 2004a; Thompson
et al., 2003). Antes de presentar algunos de los enfoques mas populares que han surgido
para mejorar la confiabilidad de los datos cuantitativos sirviéndose de isdtopos estables, es
importante esquematizar las dimensiones analiticas en las que se puede resolver el marcaje
isotdpico. La alta similitud de propiedades fisicoquimicas entre los analogos isotdpicos
implica que éstos se comporten igual durante ciertas etapas de los flujos de trabajo, como la
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extraccion/preparacion de la muestra, la separacion cromatografica (con excepciones) y la
ionizacidon, manteniendo a los isotopdlogos y/o isotopomeros en la mezcla equivalentes e
indistinguibles. Por otra parte, el contenido especifico de neutrones en sus nticleos permite
la deteccion individual de isotopdlogos del mismo elemento/compuesto en las dimensiones
de masas y de masas en tdndem (MS' y MSr), dependiendo de su estructura. Por ejemplo,
en el nivel de MS! no podemos distinguir isotopdmeros de un mismo isotopdlogo (pues son
isdbaros), pero si en MS? siempre que su mecanismo de fragmentacion resuelva los sitios
etiquetados. Esta estrategia ha sido explotada extensamente en el disefio de experimentos,
de tal modo que existen (ademas del andlisis libre de etiquetas) dos principales enfoques: (i)
etiquetado tradicional o no-isobarico y (ii) etiquetado isobarico (figura 3).

Nivel MS/MS
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t
3
3 T 1
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=

Figura 3. Dimensiones analiticas: separacion cromatogrifica (tiempo de retencién) y de espectrometria de masas y de masas
en tandem (m/z en MS y en MS/MS), en las que se resuelven respectivamente los experimentos libres de etiqueta (verde),
de etiquetado no isobdrico (amarillo) y de etiquetado isobdrico (café), adaptado de Tyanova et al., 2016.

Los experimentos de etiquetado no-isobdrico consisten en la derivatizacion paralela de
distintas muestras con dos o mas isotopologos del mismo derivatizante (o enriquecimiento
durante el cultivo o la digestidon proteica, como son los casos de SILAC o marcaje proteolitico
con H2'®Q, respectivamente), es el enfoque clasico para etiquetado quimico (no isobarico) y
protedmica cuantitativa. Después de la derivatizacion, las muestras se mezclan en conocida
proporcion de tal manera que cada especie derivatizada presente en ambas muestras genera
un doblete (o multiplete en funcidn de los canales). Como resultado del analisis LC-MS(/MS)
de la mezcla en la dimensién MS! es facil detectar los iones derivatizados y comparar sus
abundancias relativas entre dos muestras en un solo cromatograma. Algunos ejemplos de
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este tipo de enfoque son las etiquetas de dimetilo (J. L. Hsu et al., 2003) e ICPL (isotope-
coded protein labeling) (Schmidt et al., 2005), los cuales poseen el grupo amino como diana
de derivatizacion. En cambio, para el etiquetado isobdrico, la derivatizacion de distintas
muestras/tratamientos puede llevarse a cabo utilizando variantes isotopicas de un
compuesto que tienen la misma masa nominal, conferida por isotopomeros; tal es el caso
de TMT (tandem mass tag) (Dayon et al., 2008; Thompson et al., 2003) e ICAT (isotope-coded
affinity tags) (Gygi et al., 1999). Otra opcion es el método iTRAQ (isotope coded tags for
relative and absolute quantification) (Choe et al., 2007; Ross et al., 2004b), donde se emplea
una mezcla de isotopdlogos e isotopomeros los cuales distribuyen las etiquetas a través de
un “balanceador de masa” y la region precursora de “iones reporteros” con variada cantidad
de isotopos estables de distintos elementos, de manera que al mezclarse e introducirse al
espectrometro de masas coalescen en una sola sefial en el espectro MS!, pero tras la
fragmentacion de dicho ion (MS?) se observa un conjunto de sefiales resueltas en la region
de baja m/z generadas por los “iones reporteros”, lo que permite la cuantificacion a partir de
la comparacion de intensidades relativas. Cabe senalar que TMT y iTRAQ aprovechan union
al grupo amino, mientras que ICAT tiene como diana los grupos cisteina.

Una importante ventaja de TMT y iTRAQ es su alta capacidad de multiplexado de muestras
(Werner et al., 2012, 2014). Sin embargo, los métodos de etiquetado no-isobarico también
tienen cierta habilidad de multiplexado, por ejemplo, el etiquetado 3-plex con dimetilo
(Boersema et al., 2009) y el derivatizante 96-plex dirigido a metabolitos con funcionalidad
de 4cido carboxilico reportado recientemente (Armbruster et al., 2023).

Por otro lado, en el caso de andlisis protedmico, se pueden obtener péptidos enriquecidos
principalmente insertando aminoacidos pre-etiquetados durante la sintesis peptidica,
mimetizando la secuencia de la proteina o fragmento de interés y permitiendo asi la
cuantificacion absoluta de péptidos (AQUA, por Absolut QUAntitation) (Gerber et al.,
2003). PASTA (Phosphorus-based absolutely quantified standard peptides) es otra estrategia
cuantitativa especificamente para fosfopéptidos basada en la medicion de 'P mediante ICP-
MS tras desfosforilacion (Zinn et al., 2009). El analisis de aminoacidos (AAA-MS) ofrece la
posibilidad de cuantificar estandares de péptidos etiquetados usando aminoacidos ligeros
como estandares internos, de modo que aminoacidos etiquetados y no etiquetados (método
inverso) pueden ser usados como estandares adaptados a la composicidn isotdpica de los
péptidos de interés (Mirgorodskaya et al., 2012). Los estdndares de proteinas para
cuantificacion absoluta (PSAQ, por sus siglas en inglés) se obtienen mediante células
transfectadas recombinantemente, purificadas, y luego cuantificadas por AAA (Picard et al.,
2012). El estandar RISQ (cuyas siglas corresponden con: recombinant isotope-labeled and
selenium-quantified) consiste en proteinas recombinantes (con expresion libre de células)
que contienen aminodcidos etiquetados con isotopos estables ademas de SeMe, se
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cuantifican por infusion directa por ICP-MS después de purificacion por electroforésis en
gel (Zinn et al., 2010).

Las reacciones de sustitucion, condensacion e hidrdlisis (por ejemplo, sobre grupos de éster,
amidas, acidos carboxilicos, epoxidos, etc.) se pueden trazar usando '*O, principio también
llamado etiquetado por intercambio de oxigeno. Dicho marcaje se puede llevar a cabo de
manera sintética o mediado por reacciones enzimaticas catalizadas por tripsina y
transaminasas (Sprinson & Rittenberg, 1951). Se han descrito protocolos de digestion
modificando pH, temperaturas y diferenciando las etapas de digestion/etiquetado (Qian et
al., 2011; Staes et al., 2004), habilitando la cuantificacién precisa con uso de estandares
internos basados en 0. Ademads, se ha demostrado que el desempefio cuantitativo del
marcaje con O es comparable con el etiquetado SILAC (Gevaert et al., 2008). Asi, la
digestion de proteinas en H2'8O genera péptidos etiquetados con uno o dos 'O en el carbono
terminal, con la caracteristica de que los fragmentos de péptidos en MS? conservan la
etiqueta solamente en series de fragmentos y, mientras que las series de ion b permanece sin
etiqueta (Schnolzer et al., 1996). El principio anterior se ha expandido a numerosos
metabolitos de acido araquiddnico, usando estandares etiquetados con 8O para la
cuantificacion de HETE’s (acrénimo en inglés de &cidos hidroxieicosatetraenoicos)
(Lehmann et al., 1992; Strife & Murphy, 1984; Westcott et al., 1985).

Como se vio en la linea del tiempo de la figura 2, el marcaje con isdétopos estables via
aminodacidos en cultivos celulares (SILAC, por sus siglas en inglés) se introdujo en 2002. Es
una estrategia adecuada para el analisis de la expresion proteica a través de la aplicacion de
lisina y arginina etiquetadas con *C ¢ *C y N creciendo organismos o cultivos celulares en
paralelo y por separado en dos medios, uno con aminodacidos ligeros y otro con los pesados
(Mann, 2014; Ong et al., 2002), el marcaje se resuelve en el primer nivel MS. En plantas y
microorganismos, el uso de etiquetado con aminodcidos pesados individuales se ha visto
limitado por la naturaleza autdtrofa de estos organismos, pues son capaces de sintetizar
aminoacidos de novo. Una practica alternativa ampliamente extendida consiste en
suministrar los medios de cultivo celulares (Martin et al., 2012; Mastrobuoni et al., 2012) o
los medios de enraizamiento con "NOs o "'NHs4* (Nelson et al., 2014).

Ademads de explorar la dimensidn analitica en la que se resuelve el marcaje isotdpico, es
importante tener en cuenta en qué etapa del flujo analitico se introduce dicha etiqueta. La
figura 4 compara las etapas en las que cada una de las estrategias antes descritas introduce
las respectivas etiquetas de isdtopos estables (0 no, en el caso libre de etiqueta): (i) in vivo
(SILACy etiquetado con ®N a partir de sales inorganicas), (ii) in vitro, (a) etiquetado quimico
tanto no-isobdrico (ICAT, Dimetil, ICPL, etc.) como isobarico (TMT e iTRAQ), y (b) de
intercambio de oxigeno O asistido por catdlisis enzimatica y (iii) andlisis libre de etiqueta.
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Etiquetado Etiquetado Libre de
metabolico Etiquetado quimico enzimatico etiqueta
(In vivo) (In vitro) (proteolitico)

Estados 1 2 1 2 2 1 2

1 2 1
Muestra %? ==0 R — ==

Extraccién y/o ) lﬁ lﬁ
e i i 7
Purificacién
Proteinas
Péptidos
Adquisicion
de datos
Andlisis
de datos
-SILAC -ICAT -Etiquetado con dimetil  _Etiquetado -Conteo de espectros
“Etiquetado _cICAT -Etiquetado isobérico con 180 -Area de pico
con 15N ICPL (iTRAQ, TMT, DiART, etc.
DiLeu, etc.)

Figura 4. Los estados 1y 2 representan dos muestras o condiciones experimentales a comparar. Las lineas continuas indican
la etapa en que se retinen las muestras de ambos estados (marcadas con par de reactivos conteniendo isétopos ligero/pesado,
con reactivos isébaros o libres de marcaje) para tratarse por igual en las etapas procedentes. Las lineas discontinuas indican
los puntos de tratamiento individual de ambos estados. Adaptado de X. Chen et al., 2021.

Pese a las virtudes y ventajas de algunos de estos enfoques, la introduccion de etiquetas en
etapas tardias implica mas pasos de procesamiento de muestras por separado antes de
reunir los tratamientos, lo que puede acarrear errores de cuantificaciéon y variaciones
experimentales (X. Chen et al., 2021). Si bien el marcaje in vivo permite reunir y procesar las
muestras juntas desde etapas tempranas, la incorporacion de isétopos pesados en las
condiciones de crecimiento de los organismos puede implicar efectos isotdpicos, y
desencadenar perturbaciones (en menor o mayor medida) del desarrollo de cada estado a
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comparar. Las magnitudes de estos efectos son proporcionales a la diferencia relativa de
masa entre las especies isotdpicas (Wieser & Brand, 1999), por lo que el tritio seguido por el
deuterio presenta mas fuertes efectos isotdpicos respecto al hidrégeno (J. Yang, 2016), entre
los distintos bioelementos.

Los procesos de variaciones de relacién isotopica son otra drea importante de analisis
cuantitativo por MS, se dividen en tres categorias generales: (1) Reacciones de intercambio
isotopico, de tal manera que los isotopos de un elemento se redistribuyen en diferentes
moléculas o en diferentes fases dentro de un equilibrio termodindmico; (2) procesos
unidireccionales donde las velocidades de reacciones de las especies isotdpicas difieren; y
(3) decaimiento radiogénico (éste ultimo no se abordara).

Los efectos isotopicos de equilibrio implican la redistribucion de los isdtopos (sea rX el
pesado y'X el ligero) de un elemento (X) a lo largo de diferentes fases o compuestos (A y B).
La descripcion matematica de las relaciones de abundancia isotdpica de diferentes especies
en la reaccion se expresa como el factor de fraccionamiento “o.”.

(PX/ %),

P T (X M0

Los efectos isotdpicos cinéticos son observados en procesos unidireccionales (como la
difusidén, evaporacion, reacciones quimicas) donde la velocidad de reaccion depende de las
masas de las moléculas reaccionantes, afectando las frecuencias vibracionales (y por ende
las energias de punto cero) y la energia de activacion para alcanzar el estado de transicion
en la superficie de energia potencial durante la ruptura/formacién/transposicion de
enlace(s) (Ingemann et al., 1989; Maccoll, 1974; Veith, 1979). Dada la misma cantidad de
energia cinética, las moléculas de baja masa m:1 reaccionaran a velocidad /(m;/m;) mas
rapido que las moléculas pesadas de masa ma2.

HRMS posee la capacidad para distinguir entre dos especies isotopicas, y como ya se ha
mencionado el etiquetado isotdpico es utilizado para aplicaciones tanto mecanisticas como
analiticas (Robinson & Holbrook, 1972). La espectrometria de masas mide abundancia de
iones contra su relacion m/z, y es una practica comun que se use la relacion Iui/Ip = kii/kp como
una medicion directa del efecto isotdpico. El procedimiento tipico para determinar efectos
isotopicos a partir de las relaciones de intensidades es resolviendo una serie de ecuaciones
simultdneas (Benoit & Harrison, 1976; Bertrand et al., 1973; Howe & Mclafferty, 1971; Lau et
al., 1974), sin embargo, esta aproximacion sélo es valida cudndo las especies estudiadas
pueblan una distribucion pequefia de energia interna (Gross, 2004; Ingemann et al., 1991),
la cual se puede determinar mediante espectrometria de masas por analisis de rendimiento
de supervivencia (survival yield analysis) (Kertesz et al., 2009).
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Finalmente, con el fin de garantizar la consistencia inter e intra-laboratrio, los menores
cambios en las relaciones isotdpicas son expresados por convencion usando la notacién
delta (8) declarando la desviacion de la relacion de abundancia isotopica de un elemento en
una muestra respecto a un estdndar definido en partes por mil (%w), que refleja las

abundancias nominales terrestres de dicho elemento. Es una de las aplicaciones vigentes de
IR-MS.

( pX/ lX)muestra - ( pX/ lX)referencia

OPX =
( pX/ lX)referencia

x1000

Valores 3 positivos indican que la muestra es relativamente enriquecida en el isétopo pesado
(X) del elemento (X) con respecto a la referencia, mientras que los valores negativos de &
representan muestras que estan relativamente agotadas en el isotopo pesado comparado
con el materia de referencia (Wieser & Brand, 1999).

I.2. Compuestos deuterados como estandares internos

El analisis cuantitativo por espectrometria de masas (al igual que otras técnicas) busca una
funcién que describa la relacion entre la respuesta analitica y la concentracion del analito.
Los principales factores que influyen en el desempefio cuantitativo de MS estan
relacionados con el instrumento (parametros de la fuente de iones, eficacia de transmision
de iones, eficacia de deteccién y contaminacion de las partes del espectrémetro) y con la
composicion de la muestra (eficacias de ionizacion, concentracion, estabilidad/degradacion,
preparacion de la muestra y distintos tipos de interferencias). Estos factores en su conjunto
producen una importante variacion de resultados entre distintos analitos y entre distintas
corridas analiticas (Urban, 2016). El método de calibracion externa implica la construccion
de curvas de calibracion con estandares auténticos, asumiendo que el factor de respuesta
instrumental permanecera inmutable en muestras reales, sin embargo, en la practica real la
variada composicion de las muestras problema causan a menudo el “efecto de matriz”.
Dicho efecto provoca cambios en los factores de respuesta instrumental para los analitos de
interés (Villanueva et al., 2014). En ese sentido el método de estdndar interno y el andlisis
por dilucion isotdpica son ampliamente utilizados para corregir estos problemas.

El método de estandar interno se basa en la comparacion de la sefial analitica de la especie
a cuantificar con la de un compuesto de referencia llamado “estandar interno” (IS).
Idealmente la molécula a usar como estandar interno debe ser lo mas similar posible al
analito en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas de importancia en el procedimiento
realizado, con el fin de que sufran los mismos efectos durante las distintas etapas del flujo
de trabajo. La normalizacion de la senal del analito por el de IS permite corregir diferentes
tipos de errores tanto procedurales como debidos a la adquisicion de la sefial. En el método
de IS, el IS se agrega a todas las soluciones de calibracion y a las muestras manteniendo la
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concentracion del IS constante y definiendo la sefial analitica como Mx/Mis. La funcién de
calibraciéon se obtiene por el método de regresion lineal a partir de la relacion de
intensidades de sefiales (Ix/Is1) correspondientes al compuesto de interés (X) y al estandar
interno (IS), y con dicha ecuacion se puede hacer un despeje simple para calcular la cantidad
de compuesto presente en la muestra (Mx). Los estdndares internos se pueden clasificar en
tres categorias: isotopologos del analito también conocidos como ILIS (Isotope-Labeled
Internal Standard), andlogos estructurales AIS (Analog Internal Standard) y compuestos de
estructura no relacionada (aunque muchas veces pertenecen a la misma familia quimica que
el analito) también llamados URIS (Structurally Unrelated Internal Standard) (Bodnar-
Broniarczyk et al., 2019). Los de tipo ILIS son los mejores para corregir las pérdidas en las
extracciones y los efectos de matriz durante la introduccion de muestra.

El método de dilucién isotdpica (también conocido como método de dilucion de isétopo
estable, SID por sus siglas en inglés) suele considerarse un caso especial del método de
estandar interno (especificamente de tipo ILIS) (Meija & Mester, 2008), siendo necesario
contar con isotopologos de cada analito como estandares internos. Con este método se
cuenta con una referencia absoluta, que son los coeficientes de respuesta entre ambos
isotopologos, incluso se suele emplear este método para establecer concentraciones de
estandares. El procedimiento consiste en la adicion de una cantidad conocida de estandar
interno a una muestra con concentracion desconocida, de modo que la relacién de
intensidades de ambos isotopologos es utilizada para medir sus proporciones relativas
(Hoffmann Edmond de, 2007). Suponiendo que hay N atomos o moléculas en la mezcla que
rinden un pico cuya caracteristica es la masa m, y que hay M atomos o moléculas del
compuesto etiquetado en la sustancia que rinde un pico caracteristico con masa m + n = o,
donde n corresponde al desplazamiento de masa causado por la introducciéon de isotopos
en el IS. La relacion Rm de las intensidades de los iones sobre las masas m y o viene dado

por:

_ NB, + MQp,
me NP, + MQ,

11
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Dénde Pw, Po, Qm, Qo son las abundancias isotdpicas relativas que contribuyen en los picos
m y o, tanto del compuesto natural (P) asi como del producto etiquetado (Q). Debido a que
Puw, Po, Qm, Qo y M son conocidos, y Rm puede ser deducido a partir del espectro de la mezcla
de isotopdlogos, luego, el valor de N puede ser precisamente calculado (figura 5).

Distribucion
isotopica natural

Intensid

Mezcla de M analito y N isotopdlogo

m Y m/z

_I_
Intensidad

Isotopdlogo
(EI etiquetado)

Qo

Intensid

Qm

m 0 m/z

m 0 m/z

Figura 5. Principio de la dilucién isotdpica para una especie con dos isétopos de masa m y o, del lado izquierdo arriba se
muestra la distribucion isotépica natural del analito a cuantificar, abajo a la izquierda el patrén isotdpico del spike o estdndar
interno enriquecido del isotopo con masa m + n = o; del lado derecho se observa la combinacion de los patrones isotdpicos
luego del mezclado de ambos en cantidades N y M, respectivamente. Adaptado de (Hoffmann Edmond de, 2007 ).

Si A representa el niumero de Avogadro, x e y representan la cantidad de producto natural
y de producto etiquetado afiadido a la muestra, respectivamente, mientras que E y F
representan las masas moleculares del producto natural y del producto etiquetado,
respectivamente, entonces la ecuacion es:

_ Ax/E)By + (Ay/F) 0
me = (Ax/E)E, + (Ay/F)Q,

O, simplemente:

. (x/y X Pn/E) + Qu/F

Rimo = G /y X ByJE) + Qo F

Esta ecuacion corresponde a la ecuacidn de la curva (la cual no es una linea recta en todos
los casos, mas bien depende de las abundancias isotdpicas relativas normalizadas, de la
naturaleza y porcentaje de enriquecimiento de los isétopos introducidos).

12
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Si Poy Qu son cero (esto implica que los isotopologos no producen interferencia espectral o
solapamiento de patrones isotopicos que interfieran en la medicion de cada uno de ellos, al
ser mezclados), entonces la ecuacion se convierte en:

Esta ecuacion corresponde a una linea recta que pasa por el origen.

Existen muchos estdndares internos etiquetados con isotopos pesados que pueden ser
adquiridos comercialmente cubriendo un amplio intervalo de compuestos de interés
analitico, sin embargo, son compuestos de costo elevado y no cubren toda la gama de
posibles analitos. En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos.

Compuesto Precio! Cantidad CAS No.
Acido palmitico-2,2-d> $8,453.00 lg 62689-96-7
Acido esteérico-2,2-d» $11,507.00 lg 19905-58-9
Acido indol-3-acetico-2,2-d> $10,753.00 100 mg 24420-86-8
Colestanol-ds $10,482.00 1mg 2260669-14-3
Campesterol-ds $20,254.00 1 mg 2260669-13-2
Colesterol-2,2,3,4,4,6-ds $27,409.00 100 mg 92543-08-3
Mezcla de aminoacidos deuterados?  $6,184.00 10 mL SMB009173

1 Precio en peso mexicano (MNX).
2 Los aminodcidos contienen diferente cantidad de deuterios (entre 2 y 10 dtomos de deuterio).
3 Corresponde a un niimero de catdlogo.

Tabla 1. Ejemplos de isotopdlogos deuterados de algunos compuestos de interés analitico disponibles comercialmente en

Sigma Aldrich®, con utilidad como estindares internos en el andlisis por espectrometria de masas.

Tipicamente los IS disponibles comercialmente contienen entre 2-5 deuterios, con alta
pureza isotopica, pero es importante considerar que a menor numero de hidrogenos
sustituidos por deuterios en el IS (o en general baja diferencia de masa entre el analito y su
isotopologo) incrementa la probabilidad de solapamiento espectral y esto compromete el
rango dindmico, por lo tanto, es deseable que el IS contenga al menos 3 deuterios y sea de
adecuada pureza isotdpica (Murphy, 2014). Ademas del incremento de masa al menos de 3-
5 u, resulta ventajoso que la contribucion isotdpica de remanente natural en el compuesto
enriquecido (Qm) sea menor al 0.5%, para conseguir adecuados rangos de ratio entre ambos
isotopodlogos y lograr la correccion por estandar interno en un amplio rango de
concentraciones de analito (Triebl & Wenk, 2018).

Algunas casas comerciales que ofrecen en sus catdlogos diversas moléculas enriquecidas

con isotopos pesados (principalmente 2H, *C, °N, 7O 6 '80) son Laboratorio de Isotopos pesados
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de Cambridge, Isotec de Sigma Aldrich, Alsachim de Shimadzu, Medical Isotopes Inc., Trace Science
International, Omicron Biochemicals Inc. entre otros.

Teniendo en cuenta el alto precio y la limitada accesibilidad de los IS comerciales, una
alternativa extensamente utilizada es sintetizar por cuenta propia los IS en el laboratorio,
pero la complejidad estructural, la naturaleza multietapa de las sintesis y la necesidad de
contar con precursores enriquecidos isotépicamente lo convierte en una tarea altamente
desafiante. Cémo ejemplo en la figura 6 (a y b) se muestran alternativas de sintesis total de
acido linoleico y de acido araquiddnico (Osbond et al., 1961; Raphael & Sondheimer, 1950;
Stoffel, 1965; Zografos, 2016).

oz Br OH
(a) W AEE S (b)
« W 1. EtMgBr, CuCl
5N 2.PBry
1. EtMgBr .
+ - Z T 1. HCCCH,0H

2. Nal, &cetona 4 5 1 \H////\m Mﬂ # R £
4 2.PBr; 4

1. NaOEt, CHy(CO,Er),
2. KOH, H,0, MeOH
3.4

Ha, PA(CO3), — 4

— CO,H EtOAc _ - EtMgBr, CuCl
m -— Z N - COH H ., Catalizador de Lindlar
— = 4 Cuinolina, éter de petrdlea
Acido linoleico

Acido araquiddrico

\‘/ 0S0,CH,3

4

[ coH

Z N_ZF = CO.H

Figura 6. Primera sintesis total del dcido linoleico reportada por Raphael y Sondheimer (a) y primera sintesis total del

dcido araquiddnico reportada por Osbond (b).

Considerando que una potencial estrategia para la introduccion de deuterio es a partir de
D2 por vias reductivas, resulta evidente que las tltimas etapas en las figuras 6 a) y b) tienen
el potencial de generar compuestos con dos deuterios (tres en el caso de alquinos terminales)
por cada insaturacion generada a partir de alquinos.

Légicamente, existe una relacion directa entre el grado de enriquecimiento o pureza
isotopica, el elemento en cuestion y los costos de las moléculas enriquecidas, influyendo
ademas el tamafio de la molécula y su complejidad estructural (como se puede inferir en la
tabla 1). Resulta atractivo utilizar compuestos relativamente faciles de enriquecer con algtin
isotopo como sintones de moléculas mas complejas que son requeridos para un tipo de
analisis dado.

Ademas de la compra y la sintesis, los compuestos de interés pueden ser generados y
etiquetados in vivo, mediante la actividad metabolica de algun tipo de organismo; el isétopo
a enriquecer debe ser introducido al medio de los nutrientes del dicho organismo. (Acién
Fernandez et al., 2005). Cuando el etiquetado se realiza in vivo, es necesaria la extraccion y
purificacion de los compuestos de interés a partir de biomasa; tipicamente se obtienen de
esta manera aminodcidos u otros metabolitos celulares con las etiquetas incorporadas
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(Molina Grima et al., 2003) . Antes de utilizar los compuestos etiquetados es necesaria su
caracterizacion estructural, la distribucion de isotopos del elemento empleado y la
cuantificacion (Looso et al., 2010). Se han etiquetado con is6topos estables una cantidad
importante de organismos tanto para fines de estudios cuantitativos en proteémica como
para la obtencion de spikes, tales como E.coli (Ping et al., 2013), diferentes cepas de levadura
(Austin et al., 2011; Carpy et al.,, 2015; Dilworth et al., 2010, Washburn et al., 2002),
Trypanosoma brucei (Gunasekera et al., 2012), Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster
(Krijgsveld et al., 2003; Sury et al., 2010), raton (Frank et al., 2009; Geiger et al., 2011), pez
cebra (Nolte et al., 2014), triton (Looso et al., 2010, 2012), entre otros.

Mientras que los is6topos de *C y N son incorporados sin dificultad por organismos
durante su crecimiento (Hermann et al., 2018), el deuterio es la excepcion. La toxicidad del
agua pesada en sistemas vivos se ha estudiado extensamente (Katz & Crespi, 1966;
Kselikova et al., 2019; Thomson, 1960; Yaglova et al., 2023), encontrando que el contenido
letal de D20 en el agua del cuerpo de organismos complejos ronda del 20-40% (Bachner et
al., 1964; Lewis, 1933, 1934; Xie & Zubarev, 2014). Sin embargo, las bacterias son mucho
menos sensibles, pues pese a que algunas cepas frenan su crecimiento y mueren al alcanzar
el 100% de D20, otras cepas pueden adaptarse a altas concentraciones bajo condiciones de
crecimiento modificadas o con suplementos. Se han producido lipidos parcialmente
deuterados via microalga cultivadas en D20 (Saha et al., 2013), y mas recientemente se ha
incrementado el grado de deuteracion de varios metabolitos cosechados de microalgas
cultivadas en altas concentraciones de D20, modificando las condiciones de crecimiento,
particularmente la intensidad de luz incidente (Kselikova et al., 2022).

Por ultimo, los efectos isotdpicos durante el flujo de trabajo analitico tienen alcances mas
alld de la reactividad de las moléculas deuteradas y de su potencial efecto en el
desarrollo/crecimiento de organismos vivos, tal es el caso de los desfaces en los tiempos de
retencion entre isotopologos durante la separacion cromatografica, en algunos casos los
compuestos etiquetados con 2H eluyen antes que sus contrapartes con 'H (Iyer et al., 2004;
Ong et al., 2003; Biemann, 1962; R. Zhang et al., 2002a), este efecto es mas pronunciado en
fase inversa que en fase normal (Incluso se observa este fendmeno, aunque en menor
extension, para compuestos etiquetados con *C, 5N, y 180). Ademas, el nimero de atomos
de 2H tiene correlacion directa con el desface del tiempo de retenciéon (Berg & Strand, 2011;
R. Zhang et al, 2002a). Pequefios a moderados desfaces del tiempo de retencion
cromatograficos generalmente no imposibilitan la cuantificacion precisa por dilucion
isotopica, sin embargo, deben mantenerse lo mas pequeno posible para garantizar
resultados cuantitativos con optima confidencialidad. Una alternativa para la mitigacion del
desface es la incorporacion de los deuterios en las moléculas cerca de regiones con grupos
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polares, de tal modo que se vea favorecida la interaccién de la molécula con el solvente més
que con las fases estacionarias (para el caso de fase reversa) (R. Zhang et al., 2001, 2002b).

I.3. Compuestos deuterados como agentes derivatizantes

La derivatizacién quimica es un enfoque metodoldgico implementado con el fin de remover
limitaciones inherentes a los métodos analiticos, puede mejorar la deteccion, identificacion,
elucidacion estructural, cuantificacion, perfilado o imagen MS de analitos provenientes de
matrices complejas. Los métodos de ionizacion suave son especialmente adecuados para
especies polares, y sus procesos de ionizacién en modo positivo estan estrechamente
relacionados con la afinidad protdnica de los analitos, por lo que la ionizacion ineficaz de
algunos compuestos no polares o de polaridad baja reduce significativamente la
sensibilidad o incluso imposibilita la deteccion, limitando los alcances de los métodos. Otra
limitante ocurre con el acoplamiento LC-ESI-MS, pues como se menciono antes, este acarrea
consigo efectos de matriz que provocan supresion de ionizacion (Zaikin & Borisov, 2021).

De acuerdo con el trabajo de revision de Zaikin y colaboradores, para garantizar el
desarrollo exitoso de un procedimiento analitico es deseable cumplir con los siguientes
requisitos al llevar a cabo la derivatizacion sobre los analitos objetivo:

a) Se deben de establecer los grupos funcionales diana para el disefio adecuado de
las estrategias de derivatizacion.

b) La reaccion elegida debe de ser selectiva, rapida, preferentemente de una sola
etapa, cuantitativa, evitando generacion de productos laterales. Deben proceder
bajo condiciones de reacciéon suaves y ser aplicables a un amplio rango de
concentraciones de analito.

Q) La reaccion empleada debe ser selectiva para grupos funcionales diana. En casos
especificos, el grupo reactivo que no es el objetivo puede ser pre-bloqueado.

d) La reaccion seleccionada debe modificar por igual a todos los compuestos que
tienen el mismo grupo funcional diana.

e) El analito derivatizado debe ser suficientemente estable para ser almacenado
durante la preparacion de la muestra.

f) El producto derivatizado debe ser soluble en agua o solventes miscibles con
agua.

g) La reaccidon debe tener buena reproducibilidad entre lote y lote para dar una

cuantificacion precisa.
h) El derivatizante debe estar disponible comercialmente y no ser caro o ser
facilmente sintetizado.

Adicionalmente, Vladimir G. Zaikin y colaboradores recopilan en su interesante y
exhaustivo trabajo de revision los 10 principales objetivos de utilizar derivatizacion para
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ESI-MS y MALDI-MS, se rescatan los siguientes tres por su relevancia en este proyecto de

tesis:

i Proveer andlisis cuantitativo mejorado en términos de precision y exactitud en
niveles de concentracion deseables de compuestos objetivo mediante el uso de
derivatizantes etiquetados con is6topos estables como estandares internos.

ii. Mejorar la eficiencia (o proveer la capacidad) de ionizacion incrementando la
sensibilidad de los métodos y disminuyendo el limite de deteccion.

iii. Obtener informacion estructural induciendo la fragmentaciéon controlada a

través de los mecanismos de fragmentacion de carga remota o de carga proximal

en espectrometria de masas en tandem.

A continuacidn, se desglosan con mayor profundidad (y bajo acepciones convencionales)
los puntos anteriores.

1.3.1 Derivatizacion codificada por is6topos (ICD)

De manera analoga al ICPL y en general a los enfoques de etiquetado quimico o in vitro que
estan en boga para protedmica (Dayon & Affolter, 2020), en los campos de metaboldmica se
ha reportado dicho enfoque bajo distintas acepciones: (1) derivatizacion codificada por
isotopos o ICD (El-Maghrabey et al., 2020; Higashi & Ogawa, 2016a; Leng et al., 2013), (b)
derivatizacion codificada por isdtopos y mejoradora de ionizacion por electronebulizaciéon
o ICEED (Higashi & Ogawa, 2016b), (c) etiquetado quimico con isétopos o CIL (Gao et al.,
2023), (d) LC-ESI-MS/MS (o sélo MS) asistida por etiquetado con is6topos estables (Hao et
al., 2015; Yu et al., 2015), (e) multiplexado de muestras basado en derivatizacién (Ogawa et
al., 2016), entre otras. Para fines practicos dentro de este trabajo se utilizara ICD. El objetivo
de ICD es hacer frente a las dificultades antes enlistadas para disponer de estandares
internos ILIS para cada analito de interés en un analisis, proporcionando una (o varias)
fraccidén(es) molecular(es) isotopicamente enriquecida(s), con un enlazador capaz de unirse
covalentemente a un grupo funcional especifico presente en uno o varios grupos de analitos
de interés. Esta estrategia permite abordar al menos tres enfoques analiticos (figura 7): 1)
Analisis diferencial, en el que cada canal permite la deteccion de analitos derivatizados con
uno de los isotopdlogos del agente derivatizante en muestras o tratamientos distintos,
respectivamente; 2) detecciéon y/o confirmacién de analitos de interés en funciéon de su
reactividad con el agente derivatizante; en este caso la misma muestra es separada en 2
alicuotas, derivatizada con dos diferentes isotopdlogos del derivatizante y luego mezclada
para buscar pares de sefiales de m/z con diferencia de masa conocida para discernir entre
analitos verdaderos y senales artefacto, y 3) Cuantificacion absoluta (Higashi & Ogawa,
2016a), la cual a su vez se puede llevar a cabo al menos bajo dos esquemas discutidos mas
adelante.
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Figura 7. Tres principales alternativas de enfoque experimental con derivatizacion codificada por isotopos pesados
estables adaptado de Higashi & Ogawa, 2016.

La cuantificacion absoluta se puede lograr por dos vias: la primera es combinando el método
de dilucion de isotopo estable (SID) con el método ICD, consiste en la adicion de estandares
internos (tipo ILIS) de cada analito al inicio del flujo de trabajo a cada muestra, seguido del
pretratamiento por separado, para después llevar a cabo la derivatizacion usando los
diferentes isotopologos del derivatizante ICD. Este enfoque permite la cuantificacion
absoluta exacta de compuestos objetivo en multiples muestras y en una sola corrida analitica
(figura 8), pues considera los porcentajes de recuperacion o potenciales pérdidas durante el
pretratamiento. El método SID es reconocido como el mdas confiable para andlisis
cuantitativo por LC-MS(/MS), sin embargo, ya se ha mencionado la limitada disponibilidad
de IS etiquetados con isotopos estables. Por lo tanto, la segunda via para cuantificacion
absoluta permite superar esta limitacion, se le conoce como método de estandar interno
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“parcial” (figura 8) y consiste en utilizar uno de los canales del agente ICD para derivatizar
una mezcla de estandares (o un material de referencia certificado) con composiciéon y
concentracion de analitos conocida, para después utilizar los derivados codificados por
isotopos resultantes como estdndares internos tipo ILIS, mientras que las muestras a
determinar se derivatizan bajo condiciones iguales con los canales restantes del
derivatizante. Se le conoce como “parcial” por el inconveniente de que se adiciona el
estandar después del pretratamiento de muestra (y porque no emplea ILIS tal cual, mds bien
los generados con el reactivo ICD y el material de referencia), impidiendo conocer con
precision los porcentajes de recuperacion, al usar este enfoque es recomendable emplear
protocolos de pretratamiento simples, bien establecidos y con altos porcentajes de
recuperacion, o en todo caso, apoyar el andlisis con adicion de estandar tipo AIS o URIS.

Samplel Sample2 Sample Sample 4 Samplel Sample2 Sample3 Metabolite
standards
%WTTW § % % {known amounts)
Pretreatment (separately) Pretreatment (separately) ]
Derivatization (separately) Derivatization (separately)
[ng;ent 1J[Reagent 2 ][Rgagent EJ [ Reagent a] [ Reagent 1 } ’ Reagent 2][ Reagent 3] [ Reagent 4]
Mix Mix
LC/MS/MS LC/MS/MS

Figura 8. Enfoques alternativos de cuantificacion absoluta empleando derivatizantes codificados por isétopos pesados
estables (caso particular con capacidad de multiplexado de 4 canales), (a) método SID + ICD y (b) método de IS “parcial”.

Algunas de las limitaciones de la cuantificaciéon con ICD se originan al combinar multiples
matrices de las muestras (extractos de muestras) para su medicion simultanea lo que puede
implicar incremento en los efectos de matriz y supresion de ionizacion. Ademas, el reactivo
derivatizante también puede suprimir la ionizacién, aunque esto puede solucionarse con un
quencher que reaccione con el exceso de reactivo. Otra potencial limitante es que al formar
multiples derivados con diferentes masas a partir de un compuesto diana, se emplean
multiples canales de deteccion simultdnea (o transiciones SRM si se cuantifica en MS?) en
paralelo dentro de un corto tiempo para cuantificar los respectivos derivados,
comprometiendo los tiempos de permanencia e implicando un decremento de la intensidad
de los iones (sensibilidad) de los derivados. Ademas, si los tiempos de permanencia son
reducidos, esto reducird la reproducibilidad del ensayo (Higashi & Ogawa, 2020).
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1.3.2 Derivatizacion de inversion de carga

Con el fin de asegurar una alta poblacion de iones de analitos en la fuente de ionizacion y
asi mejorar la sensibilidad, se han desarrollado diversas estrategias para la modificacion
selectiva de los grupos funcionales objetivo enlazando etiquetas cargadas o introduciendo
grupos con alta afinidad proténica. Dentro de dichas modificaciones, en la bibliografia se han
propuesto subdivisiones: (a) derivatizaciéon de generacion de carga, (b) derivatizacién de
inversion de carga (o interruptor de carga, en inglés charge-switch), y (c) derivatizacion via
reaccion de intercambio selectiva con reactivo precargado.

La derivatizacidn por generacion de carga involucra moléculas neutras de un analito y de uno
o varios reactivos para dar una sal organica. Estos procesos pueden consistir en dos o en
una etapa: la de dos etapas implica la reaccion preliminar del analito con un reactivo
bifuncional, cuya reactividad en una de las funcionalidades esta dirigida al grupo diana en
el analito, mientras que la otra funcionalidad es posteriormente convertida en residuo con
carga fija, usualmente se trata de etapas separadas en el tiempo. Un ejemplo es la aplicacion
de anhidrido yodoacético o cloruro de yodoacetilo (reactivo bifuncional) a aminas primarias
(las cuales reaccionan preferentemente sobre los derivados de acido carboxilico) y
posteriormente adicionando un compuesto nitrogenado bdsico capaz de cuaternizar
(generando el residuo de carga fija) con el haluro terminal del reactivo bifuncional (Stults et
al., 1993; Zaia & Biemann, 1995). Lo anterior ha sido aplicado al secuenciado parcial de
péptidos y a la determinacion a nivel de ultratrazas de péptidos por ESI-MS (Bachor et al.,
2014; Setner et al., 2014). La acilacion y cuaternizacién secuenciales, también se han aplicado
en el andlisis de varios alcoholes y fenoles (Ilyushenkova et al., 2017). Otro ejemplo de
generacion de carga en dos etapas consiste en la determinacion de acidos grasos de cadena
larga por LC-ESI-MS/MS, en este caso se partio de la conversion de acidos en cloruros de
acilo seguida por la reaccion secuencial con dimetilaminoetanol y yoduro de metilo [RCOCI
+ HO(CH2)2N(CH3s)2 + 3 CHsl - RCOO(CH:2):N*(CHs)sI']. Este enfoque se ha usado en el
analisis de acidos grasos hidroxilados saturados e insaturados en varias matrices biologicas
(X. Li & Franke, 2011). En cambio, durante la derivatizacion por generaciéon de carga en una
etapa no esta implicado un reactivo bifuncional, solo se genera directamente la carga por
reaccion de las especies neutras (incluido el analito). Un ejemplo perfecto es la trimetilacion
en vacio de grupos amino primarios alfa y épsilon en péptidos en fase sélida en presencia
de yoduro de metilo y/o yoduro de trideuterometilo (técnica IVICAT) [péptido-NH:z + 3 CXsl
(X'=H 6 D) > péptido-N*(CXs)sI] (Blagojevic et al., 2010). Otro ejemplo interesante es la
cuaternizacién del grupo amino usando diazometano etéreo [R-NH2 + 3 "CH:N2 = R-
N*("CHs)sHal"] ("C=12C, 2C) (Betancourt et al., 2017; Wasslen et al., 2014), el diazometano
reacciona con los grupos amino de los péptidos en una resina de intercambio cationico
fuerte, los derivados proveen alta sensibilidad cuando la muestra es multiplexada

20



Capitulo | Introduccion

utilizando diazometano etiquetado con *C (técnica TrEnDi). La reaccion de transformacion
de alcoholes alifaticos o alcoholes alilicos en sales cuaternarias bajo la accion de piridina y
anhidrido trifluorometanosulfénico (Qi et al., 2020) también pertenece a esta categoria, y al
igual que la anterior, tiene el potencial de combinarse con ICD, pero en este caso mediante
el empleo de piridina-ds.

La derivatizacion de inversion de carga (charge-switch) involucra la conversion de un grupo
funcional que tipicamente se observa en modo de ionizaciéon negativo (principalmente
grupo acido carboxilico como carboxilato [M-H]), en uno cargado positivamente por una
reaccion con un reactivo que posee la carga fija o con un grupo con alta afinidad protdnica.
Este enfoque generalmente provee alta poblacion de iones en fase gaseosa y por ello, alta
sensibilidad (Somasundaram et al., 2016; Zaikin & Borisov, 2021) debido a que los iones con
carga positiva permanente solo son liberados de la fase liquida a la gaseosa y transferidos
al espectrémetro de masas durante el proceso de electronebulizacion.

La derivatizacion via reaccion de intercambio selectiva con un reactivo precargado cumple el mismo
objetivo expandido a otros grupos funcionales no polares o dificiles de ionizar, pero que no
necesariamente se observan de manera original en modo de ionizacién negativo, este
principio se ha aplicado con aminas, carbonilos (aldehidos y cetonas), tioles, asi como con
alcoholes y fenoles.

Los derivatizantes se desarrollan con base en los grupos funcionales diana presentes en los
compuestos de interés (Bruheim et al.,, 2013): pese a que la dansilacion es el proceso de
derivatizacion mas conveniente no solo para aminas pero incluso también para alcoholes y
fenoles, otros enlazadores tipicamente empleados consisten en ésteres activos (de 2-halo-N-
metilpiridinio, de N-hidroxisuccinimida y de pentafluorofenilo), tioésteres de
pentafluorofenilo, haluros de acilo, isotiocianatos (para aminas) y epoxidos (para alcoholes).
Los fenoles y tioles comparten derivatizantes basados en haluros primarios y tosilato de 2-
fluoro-N-metilpiridinio. Los enlazadores usados exclusivamente para tioles consisten en
fragmentos conteniendo haluros primarios, acrilamidopropilo y maleimida. Los carbonilos
(aldehidos y cetonas) se suelen derivatizar con enlazadores basados en hidrazinas,
hidrazonas, hidroxilaminas e incluso con aminas. Los acidos carboxilicos por lo general se
derivatizan a través de reacciones de amidacion y menos frecuentemente de esterificacion,
empleando agentes de acoplamiento como las carbodiimidas, pero también sales de haluro
de 2-halo-N-alquilpiridinio o incluso se puede realizar la conversion previa a haluros de
acilo, tipicamente por tratamiento con cloruro de tionilo o tribromuro de fosforo.
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1.3.3 Fragmentacion: una herramienta para cuantificacion y elucidacion estructural

La fragmentacion depende de la estructura del ion precursor, del modo de activaciéon y de
la energia requerida para el rompimiento de enlaces en fase gaseosa. Las fragmentaciones
de los iones tipo [M+H]" y [M-H]J se clasifica en dos grandes grupos de reacciones: (1)
fragmentaciones de retencion de carga y (2) fragmentaciones de migracion de carga (CRF y
CMF por sus respectivas siglas en inglés). El primer tipo genera fragmentos que preservan
la carga en la localizacion original, se caracteriza por proceder a través de mecanismos
concertados a bajas energias y se clasifica en nueve principales mecanismos: i)
reordenamiento de hidrogeno remoto, ii) retro-Diels-Alder (RDA), iii) retro-eno, iv) retro-
heteroeno, v) fragmentacion de carga remota, vi) eliminacién aromatica, vii) otros procesos
pericicliclos, viii) eliminacion de CO a partir de compuestos carbonilos ciclicos y ix)
eliminaciones radicalarias. El segundo tipo (CMF) implica el desplazamiento de la carga
respecto de su posicion inicial dentro del ion precursor, difiere significativamente entre
iones positivos y negativos (figura 9). En modo positivo se encuentran algunos subgrupos
de CMF: i) rupturas inductivas simples, ii) rupturas inductivas asistidas por heterodtomos
adyacentes, iii) reacciones de desplazamiento, iv) rupturas inductivas asistidas por
remocion de hidrogeno £ y v) fragmentacion de Grob-Wharton (Demarque et al., 2016).
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Figura 9. Reacciones CMF de iones positivos (a), en los que usualmente se elimina como grupo saliente (y perdida neutra)
al residuo en el que inicialmente se ubicaba la carga, y de iones negativos (b), en los que usualmente se elimina un grupo
saliente con la carga en un sitio que inicialmente se encontraba en una region neutra de la molécula, mientras que la pérdida
neutra contiene al grupo inicialmente cargado.

Alolargo del estudio de acidos grasos por espectrometria de masas se han reportado ambos
casos de fragmentacion, por ejemplo, CRM fue observada desde 1990 por E. Davoli y M.
Gross en aductos de acidos grasos con Ba* y Li* del tipo [M-H+Ba]*y [M-H+2Li[",
reconociendo la capacidad de MS para la exploracion estructural en este grupo de analitos
(Davoli & Gross, 1990). Veinte afios mas tarde Bollinger y colaboradores desarrollaron un
nuevo reactivo charge-switch, el N-(4-aminometilfenil)piridinio (AMPP), el cual fue disefiado
con base en calculos de orbital molecular (Bollinger et al., 2010), buscando el incremento de
la barrera energética de la ruptura del enlace C-N en la amida de 4cidos grasos derivatizados
con AMPP con el fin de favorecer la fragmentacion de carga remota y la subsecuente
obtencién de fragmentos con informacién estructural. Adicionalmente, el AMPP ha
demostrado proveer mejor relacion sefial/ruido (S/N) e incrementos drasticos de la
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sensibilidad (>10?) al utilizar sistemas ESI y MALDI (F.-F. Hsu, 2021; Wang et al., 2013). A
diferencia de la CRF inducida por aductos metélicos, la cationizacion covalente con AMPP
ha permitido de manera complementaria el desarrollo de enfoques ICD empleando su
isotopdlogo AMPP-d5, esto ha sido extensamente usado en el estudio de eicosanoides,
oxilipinas entres otros analitos (Frankfater et al, 2018, Meckelmann et al., 2017).
Recientemente el grupo de Ibrahim Kaya y colaboradores han expandido con éxito las
aplicaciones de AMPP a la creacién de imagenes por espectrometria de masas con MALDI
y ala derivatizacion de aldehidos via formacion de bases de Schiff para el mapeo de ambos
sub-metabolomas (metabolitos con funcionalidad aldehidica o de acido carboxilico) en
secciones de tejido cerebral de ratones y primates no humanos como modelos de la
enfermedad del Parkinson (Kaya et al., 2023). Como ejemplo, se muestra el patrén de
fragmentacion del acido araquidonico derivatizado con AMPP (20:4-n-6-AMPP) en la figura
10.
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Figura 10. Patrén de fragmentacion en espectro MALDI-MS/MS obtenido con MALDI-CID-FTIRC del ion m/z 471.33
correspondiente al dcido araquiddnico derivatizado con AMPP a partir de seccién de tejido cerebral de rata (Kaya et al.,
2023), ademds de los iones diagndstico para la asignacion de las posiciones de cada doble enlace originadas por mecanismnos
CRM, se observan dos iones producto de alta intensidad correspondientes a fragmentos del derivatizante, especificamente
los iones de m/z 169.08 y 183.09.

Wang M. y colaboradores realizaron experimentos para comprender mejor la capacidad de
AMPP para inducir CRF, compararon una serie de 4 derivatizantes (incluido AMPP), entre
los cuales el derivatizante 4-aminometil-1-metilpiridinio (AMMP, figura 11) genera un
patrén de fragmentacion idéntico al de los derivatizados con AMPP (Wang et al., 2013),
Wang enfatiza en su trabajo la importancia de la distancia entre la carga y el enlace amida
dentro de los acidos grasos derivatizados, resultando crucial un sistema conjugado como
espaciador entre la carga y la amida para garantizar la fragmentacion de carga remota. Los
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isotopologos de cada derivatizante son facilmente accesibles a partir de sintones pre-
etiquetados comercialmente disponibles, piridina-ds para AMPP y ICDs para AMMP.

(DH H(D)

- NH, — NH,
D)H N D.)H.C—N.
(D)H H(D) AMPP AMMP

Figura 11. Agentes derivatizantes de carga remota utilizados tipicamente para la derivatizacion de lipidos y

compuestos con un grupo acido carboxilico en su estructura, y los hidrégenos facilmente reemplazables por
deuterio.

En la figura 12 se muestran los patrones de fragmentaciones del acido araquiddnico
derivatizado con AMPP (figura 12 A) y con AMMP (figura 12 B) reportados por Wang.
Ademas de observar que AMPP y AMMP comparten la capacidad de generar iones
diagnostico estructuralmente valiosos, es claro que los espectros de MS? del acido
araquidonico derivatizado con AMPP tanto reportados por Kaya (figura 10) cémo por Wang
(figura 12), son consistentes.
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Figura 12. Patrones de fragmentacién inducidos en el dcido araquidonico derivatizado con AMPP (A), y con AMMP (B).
Las amplificaciones en lineas punteadas describen los iones en funcién de las diferencias de masas (o pérdidas neutras) a
partir del ion precursor, ilustrando la equivaalencia de los derivatizantes como herramienta de elucidacion estructural.
Extraidos de Wang. et. al 2013.

Un estudio reciente realizado por el grupo de Reuben Young reveld el primer caso de
mecanismo de fragmentacién de PUFAs derivatizados con AMPP o con AMMP mediante
pérdida neutra de Hz a partir de dobles enlaces exclusivamente cis (figura 13d), comprobado
mediante experimentos de disociacién inducida por ozono OzID de los fragmentos
obtenidos por este mecanismo, esta informacion es muy importante debido a que da mayor
rigor y soporte al mecanismo de fragmentacion, ademds denotan alta preferencia de los
isdmeros -cis respecto a los -trans para transcurrir por esta via de fragmentacion, logrando
el maximo nivel de exploracion estructural en PUFAs mediante espectrometria de masas
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(Young et al., 2022). Las fragmentaciones de carga remota en acidos grasos saturados,
insaturados y poliinsaturados derivatizados con AMPP y AMMP generan iones diagnostico
mediante mecanismos de fragmentacion bien definidos (figura 13).

Figura 13. Tipicos mecanismos de fragmentacion de carga remota inducidos en FFAs derivatizados con AMPP 6 AMMP.
a) Reordenamiento de hidrogeno y, escision carbono-carbono o'’-f". b) Eliminacién 1,4 de hidrégeno. c) Fragmentacion via
mecanismo alilico (tipo &) o’’-B”. d) Eliminacion de hidrdgeno a partir exclusivamente de dobles enlaces conjugados en cis.

La fragmentacion por migracion de carga también se ha reportado para acidos grasos
derivatizados, particularmente con los derivatizantes AETMA (o colamina), DMED 6 DEEP
(figura 14). La fragmentacion con estos agentes derivatizantes solo genera iones diagnostico
para FA hidroxilados o que poseen grupo(s) epdxido(s) a lo largo de la cadena alquilica (Gao
et al., 2023), para otros 4cidos grasos convencionales (SFA, MUFA y PUFAS) la
fragmentacion ocurre siempre por perdida neutra constante via CMF (Somasundaram et al.,
2016; Zaikin & Borisov, 2021). Pese a que estos derivatizantes no en todos los casos permiten
inferir demasiada informacion de la estructura fina, si mejoran la sensibilidad por introducir
una carga permanente y ofrecen la capacidad de codificacion isotdpica (Figura 14).

N R
v ® 1
T -NRy 4
Ry o
o NR, 4 Rs\ | ® -NRy4
< - N \/\ /\@
= Ry N R, Y R,
®N H H,
H Ry R;: Cadena alquilica del 4cido graso
R,=R;=R,=CH,(D; 6 Dg) AETMA 6 Colina(-d,, -do)
Ry=H; R,=R,=CH3(D2) DMED(-d,)
R;=H; R,=R,=C,H;(H;D,) DEED(-d,)

Figura 14. Estructura general de dcidos grasos derivatizados con AETMA, DMED 6 DEED, y sus potenciales
mecanismos de fragmentacion via CMF con perdida neutra constante. Aziridinacion (rojo), remocion de hidrégeno
(azul) o formacién de 2-oxazolina (morado).
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Las perdidas neutras son claras y constantes entre analitos derivatizados con cada uno de
los tres derivatizantes (45, 73 y 59 Da para los respectivos isotopologos ligeros de DMED,
DEED y AETMA), sin embargo, no hay un consenso acerca del mecanismo de fragmentacion
de los acidos carboxilicos derivatizados con AETMA, DMED y DEEA. Algunos reportes
sugieren la formacién de aziridina (Gao et al., 2023; M. Liu et al., 2018; J. Zhang et al., 2021;
Zhu et al., 2016) correspondiente a un mecanismo de reaccion de desplazamiento o cierre
de ciclo 3-exo-tet (flecha y producto en rojo, figura 14), otros sugieren la via de ruptura
inductiva por remocion de hidrogeno £ (W. ]J. Cai et al,, 2019; Han et al., 2023), también
conocida como eliminacion de Hoffman (flecha y producto azul, figura 14) y apenas hace
poco Dong Sun y colaboradores consideraron la potencial via de cierre de ciclo 5-exo-tet
(flecha y producto morado, figura 14) para formar la 2-oxazolina (Sun et al., 2018). Cabe
mencionar que ésta via es altamente favorable de acuerdo con las reglas de Baldwin
(Gilmore et al., 2016). Una de las ventajas de contar con una transicién tnica y altamente
especifica es el rendimiento en la generacion de ion producto para enfoques cuantitativos
por MRM o NLS. Una aplicacion particular importante de mencionar es la desarrollada
dentro del grupo de Shuling Xu, quienes implementaron una estrategia de doble
derivatizacién combinado AETMA y Paterno-Biichi (PB). En este trabajo se considerd que la
derivatizacién PB junto con las derivatizaciones de aziridinacién catalizadas por Rhzesp2
(Feng et al., 2022) son de las mas populares dirigidas a los dobles enlaces para conseguir
informacion estructural de MUFAs y PUFAs, pero que su desventaja consiste en la
generacion de pares de iones diagnostico en modo negativo (a partir de los respectivos
carboxilatos) y transcurre con baja efectividad generando sefiales débiles. Es por ello que Xu
y colaboradores combinaron la derivatizaciéon sobre los dobles enlaces con una
derivatizacion de inversion de carga sobre el grupo carbonilo empleando AETMA a través
de etapas separadas en el tiempo, mejorando la intensidad de los iones diagnostico y
logrando la elucidacién de la localizacion de dobles enlaces en 4cidos grasos con hasta 6
insaturaciones, expandiendo los alcances comparado con enfoques que emplean
unicamente la reaccion PB, cuyos alcances se limitan a PUFAs con 3 insaturaciones (S. L. Xu
et al., 2020). Algunas limitaciones que acompanan este enfoque consisten en que los iones
precursores ideales para obtener informacion estructural son aquellos que reaccionan con
un solo equivalente de acetona en la reaccion de PB (o productos con una tnica etiqueta,
dispersa en los distintos dobles enlaces), sin embargo, es bien conocido que a medida que
aumenta el grado de insaturacion de los acidos se obtienen productos con multiples
etiquetas y el analito de interés se distribuye en multiples iones (Esch & Heiles, 2018), en
otras palabras, la reaccion PB es divergente, aunado ademads a la baja abundancia de estos
analitos en muestras bioldgicas y a la baja eficacia de reaccion PB (~30%). Xu asegura en un
comentario que su metodologia ofrece abundancias de iones diagnostico comparables o
superiores respecto a AMPP, argumenta ademds que el empleo de AMPP requiere
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“habilidades sofisticadas de interpretacion espectral”, pero algo importante a considerar
para hacer una comparacion objetiva es la naturaleza multietapa de la doble derivatizacion
de Xu, la divergencia de productos en PUFAS de la etapa PB (para MUFAS no hay
inconveniente), y las condiciones especiales requeridas para lograr la doble derivatizacion
(atmosfera inerte y 1 hora de irradiacion UV). En contraste, utilizando AMPP, la reaccién
ocurre con alto rendimiento bajo condiciones suaves y se obtiene un solo producto para cada
acido (reaccion convergente) y a partir de dicho ion tinico se obtienen los fragmentos de

interés.

La via de fragmentacion de cierre de ciclo 5-exo-tet propuesta por Dong Sun 'y colaboradores
para la fragmentacion CMF de AETMA, DMED y DEED (en conjunto con la via de
aziridinacion, y aunado a la ausencia de hidrégenos  en acidos grasos derivatizados con
AMPP y AMMP), podria contribuir a explicar cémo las estructuras de AMPP y AMMP
inducen la fragmentacion CRM mientras deslocalizan electrones (figura 15).
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Figura 15. Analogia del mecanismo de fragmentacion por cierre de ciclo 5-exo-tet observado en sistemas que inducen CMF
y cémo las formas resonantes de derivados de AMPP y AMMP podrian estabilizarse en forma de spiro-2-oxazolina

facilitando la fragmentacion de la cadena alquilica. Adaptado parcialmente de Dong Sun, 2018.

AMPP y AMMP han sido utilizados satisfactoriamente en enfoques Shotgun, sin embargo,
Dong Sun discute en su trabajo el inconveniente de que en el nivel de MS? la cuantificacién
relativa de mezclas de isomeros se realiza normalizando los iones diagndstico de mezclas
de isdbmeros respecto a los iones procedentes del derivatizante (de m/z 169 6 183), pero estos
iones pueden proceder de contaminaciones isobaras o interferencias espectrales entre

analitos y producir errores de cuantificacion (Sun et al., 2018). Es importante encontrar un
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balance o de ser posible una sinergia en las metodologias que permitan aprovechar ambos
mecanismos de fragmentacion CMF y CRM.

En otro tema, varios de los derivatizantes isobdricos utilizados en protedémica comparten
una regién estructural en comun (figura 16) que garantiza la liberacidn efectiva del grupo
reportero (Chahrour et al., 2015; X. Chen et al., 2021; Higashi & Ogawa, 2016b, 2020).
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Figura 16. Homologia estructural de los derivatizantes isobdricos en la region cercana al precursor del grupo reportero,
Rn (n:1, 2, 3y 4) son distintas cadenas alquilicas y X un heterodtomo.

1.3.4 Miscelaneo

En la figura 17 y la tabla 2 se recopilan derivatizantes dirigidos a dcidos carboxilicos que
confieren una o varias de las interesantes propiedades descritas en los apartados anteriores:
ICD, switch-charge y/o fragmentaciéon CRM 6 CMF.

AMPP(-d5) NH BAPI
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< —Q R’: CH3(CDs), AMMP(-dk) ‘ — R”': CHs(CDs), HMMP(-ds)
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Figura 17. Derivatizantes con carga fija y codificados por deuterio con enlazador basado en aminas primarias
o secundarias dirigido al grupo funcional dcido carboxilico.
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Tabla 2. Derivatizantes con distintos enlazadores dirigidos al grupo carbonilo que poseen alta afinidad protonica o carga permanente y codificados por isotopos pesados

estables (en algunos casos, ver figura 17 ).

o Limite de Incremento Analitos
L L. L. Condiciones de ., )
Derivatizante Técnica analitica o deteccion y/o dela determinados y/o
derivatizacion e e o .
cuantificacion  sensibilidad cuantificados
LC-IM-QTOEF- 0.2-10.0 nM (1.0- Oxilipinas en cultivos
MS/MS EDC, OHBt en ACN/DMF 50 pg en - celulares, suero y
LC-QqQ-MS (5:1; v/v). 40 °C, 40 min. columna) (LOD) plasma humano
EDCHCI, OHAt en
! FA 2 d
UPLC-TQ-MS/MS ~ ACN/DMEF (4:1; v/v). 60 50-10 fg (LOQ) 60000 veces s (C20) ensuero de
o . raton
C, 30 min.
AMPP
Mismo protocolo de
Bollinger seguido de 100 veces en PUFAs en suero
nanoESI-T5Q-MS extraccion con butanol/agua o modo PIS humano
para infusion directa.
EDCHCI, OHBt ¢
nanoESI-TSQ en 1.0 fmol/pL Acidos grasos en
Q-ExactiveMs A CN/DME (4:1;v/v). 70 (LOQ) lasma humano
yieexa °C, 90 min. plasma huma
(Hellhake et al., 2020; Bollinger et al., 2013; K. Yang et al., 2013; Wang et al., 2013).
EDC, HOBt en ACN:DMF Acidos grasos
. HPLC-ESI-LTQ- ’ ' 72 fmol en ramificados en piel de
3 6 4-I-AMPP (4:1, v/v) .
MS columna humanos recién
65°C,1h .
nacidos

(Narreddula et al., 2019)
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nanoESI-TSQ

EDCHCI], OHBt en

ACN/DMF (4:1; v/v). 70

Acidos grasos en

AMMP y Q-Exactive MS °C. 90 min. plasma humano
(M. Wang et al., 2013)
BAPI MALDI-TOF-MS EDC, HOA¢, t.a. 10s - > 42 veces Péptido sintético
(Qiao et al., 2013)
D iridi ° .19-0.51 fmol
APBQ HPLC-ESL-TSQ-Ms D¢ piridina, 60°C, 60 0.19-0.51 fmo 63 veces FA y écidos biliares
min (LOD)
(Mochizuki et al., 2013)
UHPL-ESI-QTOF- TEA, HOBt+HATU, ta.1  0.01-5 pg (LOD), > 2000 veces PUFAs en humanos
MS min 10-5000 fg (LOQ) M asmaticos
HPLC-ESI-QTOF-  TEA, HOBt + HBTU, t.a. Ac. Miristico, olei
AETMA Q % 1530 fmol (LOD)  1.5-3 veces ¢ VHTSHCO, Ofe1co y
MS toda la noche araquiddnico
HPLC-ESI-LTQ- TEA, HOBt + HBTU, t.a. FFAs en huevos de
i - 1.5-3 veces .
Orbitrap-MS toda la noche gallina

(Bian et al., 2017; Lamos et al., 2007; Torde et al., 2013)
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LC-TSQ-MS/MS

y TEA, CMP], 40 °C, 60 min.

LC-QTOF-MS/MS

200 fg - 5.8 pg 9-323 veces

UFAs (C2-C22)

UHPLC-ESI-LTQ-
Orbitrap-MS

TEA, CMP], 40 °C, 60 min.

Acidos organicos

DMED
HPLC-ESI(+)- 5 acidos retinoicos
QQO-MS/MS TEA, CMPL, 40°C, 1 h 8.4-ti%g/mL 14-398 veces endogenos en suero
(MRM) humano
0.02-10 ng/mL HETEs, EETs y DHETs
UPLC-ESI(+)-QQQ TEA, CMPI, 40 °C, 1h (LOD), 0.05-25 5-138 veces  en diferentes muestras
-MS/MS (MRM) C
ng/mL (LOQ) bioldgicas
(An et al., 2020; Gong et al., 2022; Zhu et al., 2015, 2016)
SFAs, MUFAs y PUFAs
0.03-0.4 nmol/L , ,
(Ei{)(:)uliiidss) TEA, CMPL 40 °C, 10min ~ (LOD), 0.1-1.5 37‘]56'566:7 en I:ilg:jg dfazztzg con
8 nmol/L (LOQ) gado gra
alcoholico
. ) 0.1-0.3 nmol/L SFAs (C14-C20)
DEED  (llunLS  banodeutmmondo LODVOSLO TR URAscl
& nmol/L (LOQ) v aceite comestible

UPLC-ESI(+)-LIT-
MS TEA, CMPI, 50 °C, 40 min
(MRM)

0.5-3nM (LOD),
1.5-6 (LOQ)

SCFAs en muestras
fecales de humanos con
carcinoma
hepatocelular
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(M. Liu et al., 2018; S. L. Xu et al., 2020; J. Zhang et al., 2021)

CMPI/TEA (1.5:3) en

HPL-ESI-QTOF- ACN. t.a. bafio de --- -

Ac. levulinico
Ac. glucorénico
Ac. benzdico
Ac. fenilacético

TMPP MS/MS . . Ac. Undecanoico
ultrasonido 30 min. ‘ s
Ac. Miristico
Ac. Palmitico
Ac. Estearico
(Leavens et al., 2002)
20-25 veces
(péptidos) Péptidos de: Lisozima,
HPLC-ESI-QTOEF-
Q EDC, HOAt en MeOH. 5-15 pM (FAs) >2500 veces  P-caseina, albumina de
MS Secado y reconstitucion en 10-200 pM (a (FAs) suero bovino
DMPP SIM y SRM con y . pvia: SHero povine.
ACN. organicos) 375-1000 18 &cidos grasos libres
LC-ESI-TQ-MS (. - (.
veces (acidos  y 6 acidos organicos.
organicos)
(Leng et al., 2013)
DAPPZ DMT-MM en EtOH, t.a. 5 300 y 100
LC-ESI-TQ-MS/MS min. veces Ac. Araquidénico
o 100-120 fg ) T i
(SRM) Secado y reconstitucion en (respectivam  Ac. Eicosapentaenoico
ACN ente)
(Ogawa et al., 2016)
Mas de 3 Acidos grasos de
TMPA MALDI-MSI HATU, HOBt, 60 °C, 1 h - Ordenes de cadena corta en
magnitud microbiota intestinal

32



Capitulo | Introduccion
(Han et al., 2023)
. , FA en secciones de
DMPI Activacion con HATU 2-4 6rdenes . ,
MALDI-MSI .. . - . tejido de cancer de
sobe tejido seco, 10 min de magnitud ..
tiroides
(5. S. Wang et al., 2019)
UPLC-ESI-MS .
HMMP (MRM) TEA, CMPI, 50 °C, 30 min - >2000 veces  "Acidos grasos furanos
(L. Xu et al., 2020)
AMPP: N-(4-aminometilfenil )piridinio HOBt: Hidroxibenxotriazol
DMED: N,N-dimetiletilendiamina HOAt: Hidroxiazabenzotriazol
DEEA: N-dietiletilendiamina CMPI: yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio
DMPP: 2,4-dimetoxi-6-piperazin-1-ilpirimidina DMT-MM: 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio
DAPPZ: 1-[(4-dimetilaminofenil )carbonil] piperazina HETEs: acidos hidroxieicosatetraenoicos
TMPP: propilamina tris(trimetoxifenil)fosfonio EETs: &cidos epoxieicosatreinoicos
TEA: trietilamina DHETs: acidos dihidroxieicosatrienoicos

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil )carbodiimida
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I.4. Ejemplos de reacciones de deuteracion regioselectiva con potenciales aplicaciones
en espectrometria de masas

1.4.1 Estrategias generales para marcaje con deuterio

La incorporacion de deuterio en centros de carbono es un proceso desafiante y altamente
demandado en varias dreas, incluyendo ciencias de la vida, se le puede considerar cémo el
proceso mas fundamental de funcionalizacion del enlace C-H. Existen dos principales vias
sintéticas para conseguir la incorporacion: 1) sintesis multietapa convencional, en la que se
suelen usar sustratos pre-etiquetados y/o incorporar los isdtopos mediante las
transformaciones inherentes a las reacciones, por ejemplo la reducciéon con reactivos
deuterados (NaBDs y LiAlDs) o la deuteracion catalitica de compuestos insaturados con Do,
entre otros y, 2) intercambio H/D directo sobre la molécula objetivo, ya sea mediante catdlisis
acido/base, o con el uso de diversos catalizadores (tanto homogéneos como heterogéneos)
inorgdnicos y organometalicos, generalmente la catdlisis heterogénea produce moléculas
enriquecidas sin regioselectividad, mientras que la catalisis homogénea plantea el panorama
de la deuteracion regio e incluso enantioselectiva de diversos sustratos (Chatterjee &
Chidambaram, 2018; Y. Li et al., 2022a; C. Liu et al., 2018; Salamanca & Albéniz, 2020; X.
Yang et al., 2021), éste enfoque se caracteriza por preservar la identidad de la molécula al
final del marcaje. Es frecuente que se combinen ambas vias de incorporacion, intercambio
H/D con sintesis multietapa, dependiendo de las moléculas objetivo, pues no siempre existe
la alternativa de enriquecer directamente las especies objetivo.

A continuacion, se describen ejemplos de intercambio H/D ampliamente usados, basados
en catalisis basica y con el uso de metales de transicion.

I1.4.2 Intercambio de is6topos de hidrdgeno via catalisis basica

Las reacciones de deuteracion via catdlisis acido/base se encuentran entre las mas antiguas
metodologias empleadas para mediar procesos de etiquetado isotopico, en la actualidad
contintan cobrando importante atencion, algunos ejemplos interesantes de catdlisis basica
son la deuteracion de fenoles empleando NaOH y D20 a 180 °C en bafio de microondas
(Atzrodt et al., 2018). El sistema KO'Bu/DMSO-ds se ha empleado extensamente, Zhan, Yan
y colaboradores demostraron su utilidad en la deuteracion de bencilaminas (en presencia
de NaH) (Y. Hu et al.,, 2015), este sistema también demostro6 alta eficacia de deuteracion
sobre sustratos difluorometilarenos (Huang et al, 2021). Recientemente, dos grupos
reportaron independientemente la deuteracion Sy y de piridina y derivados (Kopf, Liu, et
al.,, 2022a; Y. Li et al., 2022b), las condiciones consisten en tratamiento térmico en presencia
del anién tert-butdéxido como base, el cual es capaz de extraer un deuteron del DMSO-ds
(fuente de deuterio) generando su base conjugada denominada dimsil, facilitando ademads
la deprotonacién de la piridina y permitiendo con ello el intercambio H/D entre Py/DMSO-
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de. Los autores exploraron los posibles mecanismos llegando a la conclusién de que la
reaccion transcurre por via anionica, de hecho, el contraién del -O'Bu juega un rol crucial en
la estabilizacion del anién piridinio. Se demostrd que al secuestrar el cation con éter corona
la reaccién no transcurre, ademas el K* ofrece la mejor estabilizacion respecto a Na* y Li*
(segun los respectivos porcentajes de deuteracion); ademas, los calculos computacionales
mostraron que la regioselectividad del proceso de deuteracion esta conferida por el orden
relativo de estabilidad de los isémeros del anion piridinio (figura 18).
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Figura 18. Perfil de energia libre de Gibbs relativa (al aniéon de menor energia, D4) de los aniones soportados en
o, By v, vy las distribuciones experimentales del grado de deuteracién. (la cantidad en azul y entre paréntesis
corresponde a la diferencia de energia libre de Gibbs entre el sustrato y el isomero aniénico mas estable). Tomado
del material suplementario de Kopf y colaboradores (Kopf, Liu, et al., 2022a).

La piridina es un sustrato interesante para la sintesis de agentes derivatizantes codificados
con deuterio y efectivamente, existen derivatizantes reportados en la bibliografia que
contienen piridina en su estructura, tales son los casos del reactivo P de Girard y el AMPP.
Cabe también mencionar que la piridina es un compuesto relativamente econdémico, su
isotopdlogo ds se usa como solvente para experimentos de NMR. Una via para acceder a la
piridina pentadeuterada es la reportada por Werstiuk y Ju en 1988 (Henry Werstiuk & U,
1989), la sintesis no emplea catalizadores, pero requiere condiciones extremas de
temperatura y tiempo de reaccion prolongado (figura 19).

D[95]
D D [95]
N 300 °C, 62 h N
_ D,0
N D N D [95]

Figura 19. Perdeuteracion de piridina en condiciones neutras a elevadas temperaturas con D20 cémo fuente de deuterio,
reproducido de la publicacién de Westiuk y Ju.

I1.4.3 Intercambio de isdtopos de hidrégeno asistida por metales de transicion

Los catalizadores basados en varios metales de transicidn, tales como Ir, Pd, Ru, Rh, Pt, Fe,
Ni y Co se han adoptado para el intercambio de isétopos de hidrédgeno directo sobre

35



Capitulo | Introduccion

moléculas de interés, tanto a compuestos con actividad bioldgica cémo sintones moleculares
(para post-transformacion) con amplias aplicaciones (Atzrodt et al., 2018; Grocholska &
Bachor, 2021; Kopf, Bourriquen, et al., 2022). Ademas de los ejemplos enlistados antes para
acceder a los isotopologos B,y-ds y ds de piridina (via catdlisis basica y condiciones neutras
con alta temperatura, respectivamente), existen ejemplos basados en metales de transicion
para acceder al isotopologo ds (aunque con ligeramente menor grado de enriquecimiento)
empleando el tri-hidruro de rutenio soportado por un carbeno estable Cp(NHC)RuHs (figura
20) con benceno-ds como fuente de deuterio (Mai et al., 2019).
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Figura 20. Intercambio hidrdégeno/deuterio en hetero-arenos nitrogenados (especificamente piridina) bajo condiciones
suaves catalizado por rutenio con baja carga de catalizador (0.1 mol %), reproducido de Mai y colaboradores, 2019.

Otros ejemplos de deuteracion de hetero-arenos nitrogenados deficientes de electrones
cdmo la piridina, son los reportados por Chirik y colaboradores (H. Yang et al., 2018)
empleando catalizadores de hidruro de niquel con ligantes diimina electrodonadores
altamente voluminosos, a través de la cudl accedieron al isotopologo a-d: de la piridina con
D:2 como fuente de deuterio (figura 21).
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Figura 21. Esquema general para la obtencidn del isotopdlogo a-dz de piridina mediante intercambio de isétopos de
hidrégeno catalizado por niquel (izquierda), y precatalizador de primera generacion de hidruro de Ni(I) de o-diimina
(derecha). Reproducido de Chirik y colaboradores, 2018.
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El precatalizador de primera generacion del grupo de Chirik con sustituyentes diisopropilo
es altamente estable en su forma dimerica, sin embargo, la forma activa del catalizador
consiste en el hidruro de su mondmero. A partir del criterio anterior Chirik y colaboradores
desarrollaron una segunda generacion del catalizador utilizando un ligante voluminoso no
electro-atractor con el fin de desestabilizar el dimero hidruro (precatalizador) e incrementar
la actividad del catalizador (Zarate et al., 2019), lo que permiti6 no s6lo mejorar la actividad
catalitica, sino que ademas consiguieron extender los sitios de marcaje en varios sustratos
(incluida la piridina), accediendo al isotopdémero o,y-ds del isotopdlogo trideuterado de
piridina ( figura 22), aunque con deuteracion parcial en la posicion gamma.
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Figura 22. Esquema general para la obtencidn del isotopdlogo o, y-ds de piridina mediante intercambio de isétopos de
hidrégeno catalizado por niquel (izquierda), y precatalizador de segunda generacion de hidruro de Ni(I) de o~diimina
(derecha). Reproducido de Chirik y colaboradores, 2019.

Las sales de plata son frecuentemente adicionadas como base en ciertas reacciones de
acoplamiento cruzado, en las que el Pd juega un rol protagdnico en la activacion del enlace
C-H. Aunado a ello, recientemente se ha reconocido la capacidad independiente de especies
de Ag(I) en la activacion de enlaces C-H y en el acoplamiento cruzado (Platt et al., 2023), de
hecho, se ha reportado la deuteracion como caso de funcionalizacion del enlace C-H
mediante sistemas conformados por carbonato de plata con fosfinas voluminosas sobre
varios sustratos cémo hetero-arenos de cinco miembros y farmacos (E. C. Li et al., 2019;
Sheng et al., 2022; Tlahuext-Aca & Hartwig, 2021) con alta selectividad del sitio marcado, asi
como multideuteracion en sustratos arenos y hetero-arenos bromados (G. Q. Hu et al., 2021)
y multideuteracion de compuestos aromaticos nitrados (Tang et al., 2023). Estos ultimos
fueron obtenidos utilizando AgCOs/PPhs (1:3), cabe mencionar que este sistema catalitico
es muy dindmico debido a la labilidad del enlace Ag-PPhs, por lo que genera multiples
especies en solucion, de las cuales se han caracterizado tres principales (Bowmaker et al.,
2011; Platt et al., 2023), incluyendo {Ag(PPhs)}2(u-x2, k>-COs), {Ag(PPhs):(k>-HCOs))2 y
{Ag(PPhs)2}2(p-«2, k-COs) (figura 23).
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Figura 23. Especies generadas en solucién por la mezcla Ag2COs y PPhs (caracterizadas por NMR de baja temperatura de
'H y 3'P{'H}, NMR de dngulo mdgico e IR in situ). Especificamente se muestran de izquierda a derecha: {Ag(PPhs)}2(p-
k2, k2-COs), {Ag(PPhs)2(k2-HCOs)}2 y {Ag(PPhs)2}2(u-«2, k!-COs), de acuerdo con Patt, 2023 y Bowmaker, 2011.

Dentro de los reportes actuales de deuteracion mediada por sales de Ag(I) con fosfinas

voluminosas hay un consenso del mecanismo propuesto, como ejemplo se muestra el

mecanismo para la multideuteracion (en orto y en meta) del 1-bromo-4-nitrobenceno
reportado por Tang, partiendo del complejo {Ag(PPhs)}2(u-x?, k2-COs) (figura 24).
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Figura 24. Mecanismo de deuteracion en orto y en para de compuesto nitroaromdtico. Reproducido de Tang, 2023.
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> Objetivos generales

Sintetizar al menos dos compuestos etiquetados con deuterio para su aplicacién como

agentes derivatizantes o estdndares internos en la determinacion de algunos compuestos

por espectrometria de masas, considerando como analitos de interés los dcidos grasos.

a.

> Objetivos particulares

Disefio, sintesis y caracterizacion de agentes derivatizantes ligeros y etiquetados con
deuterio.

Evaluacion de: i) reactividad de los agentes sintetizados frente a analitos modelo, ii)
estabilidad de is6topos incorporados durante analisis y, iii) condiciones de reaccion de
derivatizacion. Aplicacion de los derivatizantes obtenidos en el analisis de muestras
reales.

Disefio, sintesis y caracterizacion de potenciales estandares internos deuterados para su
aplicaciéon en el andlisis cuantitativo de aminoacidos, acidos grasos u otro tipo de
compuestos.
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Capitulo III. Parte experimental

Reactivos: Los reactivos utilizados para la sintesis de los isotopdlogos de los derivatizantes
AEPy, AMPP y AMMP asi como en las reacciones de derivatizacion (entre paréntesis el
respectivo numero CAS) fueron los siguientes: piridina (110-86-1), piridina-ds (7291-22-7),
bromhidrato de 2-bromoetilamina (2576-47-8), DMSO-ds (2206-27-1), KOtBu (865-47-4), 1-
bromo-4-nitrobenceno (586-78-7), AgNOs (7761-88-8), Na2COs (497-19-8), PPhs (603-35-0),
K2COs (584-08-7), terc-butilmetil éter (1634-04-4) , KCN (151-50-8), Zn (7440-66-6), 1-bromo-
2,4-dinitrobenceno (584-48-5), 2-piridincarboxaldehido (1121-60-4), 3-
piridincarboxaldehido (500-22-1), 4-piridincarboxaldehido (872-85-5), clorhidrato de
hidroxilamina (5470-11-1), acetato de sodio (127-09-3), amoniaco acuoso (1336-21-6), acetato
de amonio (631-61-8), dicarbonato de di-terc-butilo (24424-99-5), clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimda  (EDC, = 25952-53-8),  hidrato = de  1-
hidroxibenzotriazol HOBtxH:20 (123333-53-9), ICH3 (74-88-4), 2-bromopiridina (109-04-6),
2-cloropiridina (109-09-1), NiCl: (7718-54-9), NaBH: (16940-66-2), TEA (121-44-8), se
compraron en Sigma Aldrich, México, grado reactivo.

Solventes y suplementos: Los disolventes utilizados fueron agua, acetonitrilo (ACN),
diclorometano (CH2CL), tetrahidrofurano (THF), dimetilsulfoxido (DMSO), acetato de etilo
(EtOAC), dimetilformamida (DMF), oxido de deuterio (D20), cloroformo deuterado CDCls,
dimetilsulféxido deuterado DMSO-ds, todos ellos se compraron en Sigma Aldrich, México.

El agua desionizada (18.2 MQ) cm) se obtuvo mediante un sistema purificador de agua Milli
Q Labconco Water PRO PS tras previa destilacion. El aceite de menhaden (CAS No. 8002-
50-4) se comprd en Sigma Aldrich, el material de referencia certificado aceite de higado de
bacalao (No. de certificado LRACS8228) se adquirié con Supelco. Los aceites vegetales
comestibles y suplementos de aceite de pescado analizados fueron adquiridos en tiendas
departamentales locales en la ciudad de Guanajuato capital, México.

Sistemas de reaccion, almacenamiento y muestreo: Tubo J-Young con tapa de teflon,
matraces bola (25 mL) y Erlenmeyer (10, 25 y 50 mL), linea Schlenk, viales de vidrio de 30
mL, tubos Eppendorf de 1.5 y 2 mL, tubos falcon de 15 mL, tubos para RMN, viales para
automuestreador e insertos de 350 pl.

Instrumentacion analitica v condiciones de los analisis:

-Para el andlisis por espectrometria de masas con infusion directa se utilizd un
espectrometro de masas de alta resolucion equipado con sistema de ionizaciéon por
electronebulizacién y analizador de masas en tandem cuadrupolo tiempo de vuelo (ESI(+/-
)-QTOF MS) modelo Maxis-Impact de Bruker®. Las muestras se introdujeron al equipo por
infusion directa mediante una bomba de jeringa de 1 via de la marca KDScientific.
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-Para el analisis por LC-MS de los acidos derivatizados se utiliz6 un cromatografo de
liquidos UltiMate 3000 de Dionex, Thermo Sientific equipado con bomba binaria,
desgasificador, compartimento con termostato para columna y automuestreador, acoplado
con un espectrémetro de masas de trampa idnica de la serie amaZon equipado con una
fuente de ionizacidn por electronebulizacion (ESI-ITMS) de Bruker Daltonics. La separacion
cromatografica se llevo a cabo utilizando una columna kinetex de 2.6 um C18, 150 x 3.00 mm
de phenomenex.

-Para el andlisis mediante experimentos 1D y 2D homo y hetero multinucleares (de protéon
'H, carbon desacoplado de hidrogeno *C{'H}, 2H, Attached Proton Test ATP, Correlation
Spectroscopy COSY, Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy NOESY, Heteronuclear Single
Quantum Correlation HSQC, Heteronuclear Multiple Bond Correlation HMBC) en CDClIs o
DMSO-ds, se utilizdé un equipo de Resonancia Magnética Nuclear de 500MHz modelo
Avance III HD Ultrashield de Bruker®. El secado de muestras tras purificaciones o
extraccion liquido-liquido para retirar disolventes, o como etapa preparativa para analisis
se llevd a cabo en evaporador rotatorio marca Heidolph modelo GI.

Softwares para procesamiento de datos: Las estructuras quimicas y los esquemas se
ilustraron usando los siguientes softwares: a) ChemSketch de ACD labs, b) ChemDraw
Professional o c) Inkscape. Para la configuracion del método y el control del espectrometro
de masas, asi como para la adquisiciéon de datos se utilizd el Software otofControl
(BrukerDaltonics). Para la configuracion y control del método cromatografico se utilizo el
software HyStar. El procesamiento de datos se realizo con el Software Compass
DataAnalysis 4.1 (BrukerDaltonics). La substraccion de linea base se realiz6 con algoritmo
Gauss con filtracion de 3 puntos, 7 ciclos y llanura de 0.5. La asignacion de férmula
molecular se hizo con la funcién “SmartFormula Manually” con tolerancia de 2 ppm. La
cuantificacion se llevd a cabo con los datos preprocesados usando el software
QuantAnalysis (BrukerDatltonics). Las curvas de calibracion para calcular el porcentaje de
sustitucion %D/H unido a carbono se realizaron con apoyo del plug-in Periodic Table Editor
declarando nuevas relaciones hipotéticas de abundancia isotdpica de 'H y 2H asociadas a un
simbolo para distinguir el elemento declarado. Posteriormente, se utilizé la herramienta de
simulacion de patron isotdpico (Simulate Pattern) para registrar las variaciones tedricas de
las contribuciones isotopicas de acuerdo con el porcentaje de deuterio contenido en las
férmulas quimicas encontradas experimentalmente para n deuterios contenidos entre 0 y
100% con incrementos de 20%. Las intensidades y/o dreas de los picos mas sensibles al
cambio de relacidn isotdpica entre hidrdgeno y deuterio para los iones de relevancia se
graficaron en Excel ajustando por regresion la linea de tendencia con funciones lineales o
polindémicas segun el caso y generando la ecuacion de calibracion asociada. Los espectros
de NMR se procesaron con el Software TopSpin 4.2.3 de Bruker®.

Para el tratamiento estadistico se utilizé Excel, de la paqueteria Office.
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Capitulo IV. Resultados y discusion
IV.1. Sintesis de los isotop6logos do, ds y ds del agente derivatizante AEPy

IV.1.1 Deuteracion de piridina via intercambio H/D empleando el sistema
KOBu/DMSO-ds

Inicialmente se llevo a cabo la deuteracion de piridina en las posiciones f y y de acuerdo con
lo descrito recientemente por dos grupos de investigacion de manera independiente (Kopf,
Liu, et al., 2022b; Y. Li et al., 2022b), empleando el sistema KO'Bu/DMSO-ds bajo atmosfera
de nitrégeno con calentamiento convencional (100 °C) durante tres dias (Figura 23).

X KO'Bu, DMSO-d;

= 100 °C, 3 dias, bajo N,
N

Figura 23. Deuteracién de piridina mediada por base.

Luego de reproducir exitosamente la deuteracién reportada, se evalud el intercambio
inverso (D/H) permutando los isotopdlogos de piridina (Py/Py-ds) y de dimetilsulféxido
(DMSO-ds/DMSO) para obtener el isotopologo bideuterado de piridina-o-d2 a partir de la
piridina perdeuterada adquirida comercialmente (Figura 24).

)
@ X ) KO'Bu, DMSO

‘ 100 °C, 3 dias, bajo N,

IR

Figura 24. Condiciones de intercambio D/H empleados para la obtencion de la piridina-o-do.

La regioselectividad de la deuteracion en ambos sistemas esta conferida, de acuerdo con
experimentos y estudios tedricos realizados por los autores, por la estabilidad relativa de
intermediaros anidnicos sobre los atomos de carbono del heterociclo, resultando mas

estables los carbaniones soportados en las posiciones B y y respecto a la posicion a.

La caracterizacion de ambos productos se realizd por dos técnicas: para el porcentaje global
de deuteracion se utilizé espectrometria de masas de alta resolucidn (Figura 25), y a su vez
la posicién de los deuterios fue confirmada por espectroscopia de resonancia magnético
nuclear de protén (Figura 26).
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Figura 25. Comparacion de espectros de masas de alta resolucién de la piridina con composicién isotdpica
natural (a) y de los isotopdlogos sintéticos a-d2 (b) y B,y-ds (c), adquiridos por infusion directa en ESI-QTOF-
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Figura 26. Espectros de 'TH NMR de los tres isotopologos de piridina, do o distribucion isotdpica natural (a),
isotopélogo f3 y-ds (b) e isotopdlogo a-d: (c).
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En los espectros de masas se puede apreciar el pico pseudo-monoisotdpico D2 del ion [Py-
o-d>+H]* con m/z 82.06, asi mismo se observan los picos de m/z 80.02 y 81.01 (espectro b en
figura 25) correspondientes al dimetilsulféxido parcialmente enriquecido con deuterio
[DMSO+H]*. El pico pseudo-monoisotdpico Ds del ion [Py-B,y-ds+H]* se observa en m/z 83.06,
y en este caso de manera analoga al anterior se observan las sefales del [DMSO-ds+H]*
parcialmente agotado con relacion m/z 83.04 y 84.07 (espectro c en figura 25).

La comparacion de los espectros de 'H-NMR de los dos isotopodlogos sintéticos respecto a la
piridina con abundancia natural, evidencian la tendencia regioselectiva para el intercambio
de isotopos de hidrdgeno (figura 26) asi como el alto grado de incorporacion de deuterio. El
intercambio isotdpico en las posiciones B y y se confirma de manera indirecta por la ausencia
de sefiales en los desplazamientos 7.28 y 7.68 ppm, respectivamente, mientras que para el
sistema etiquetado en o la ausencia de sefial en 8.55 ppm confirma la presencia de deuterios
en esta posicion, ademas, los cambios en las multiplicidades por pérdida de acoplamiento a
tres enlaces entre hidrégenos complementan lo discutido previamente (J* = 4.35 Hz para
Py-ds, J'*=1.85 Hz y J**= 4.35 Hz para Py-d>).

IV.1.2 Sintesis y caracterizacion de los isotopologos do, d3 y ds de AEPy

La sintesis de los isotopdlogos del agente derivatizante AEPy (bromhidrato del bromuro de
1-(2-aminoetil)piridinio) consistié en la cuaternizacién independiente de tres isotopdlogos
de piridina: el de abundancia natural, la Py-ds previamente etiquetada en nuestro
laboratorio (la piridina bideuterada se reservd para la posterior construccion de otro
derivatizante) y la Py-ds obtenida de una casa comercial, mediante una reaccion de
sustitucion frente al bromhidrato de 2-bromoetilamina (Figura 27) con modificaciones de un
procedimiento reportado para el isotopdlogo de abundancia natural (X. L. Chen et al., 2020).

BeH N®
T Hs _\_ v /
\ Br

| _ H,0

N 115 °C, 48h
© o
@ 0 Br H3N@
| \ _\—Br
—_—
H,0
N 115 °C, 48h
() o o
@) @ "~ HaN_\_
\ Br
—
| H,0

) N (D) 115 °C, 48h

Figura 27. Reaccién general para la obtencion del derivatizante codificado por isétopos AEPy (do, dsy ds).

47



Capitulo IV

Resultados y discusion

Los productos obtenidos tras la sintesis se
confirmaron por analisis de HRMS y NMR,
siguiendo las etiquetas y verificando la consistencia
del grado de enriquecimiento para los isotopdlogos
pesados respecto a sus sustratos de partida.
Particularmente los espectros de masas permitieron
la observacién de los iones previstos para los tres
isotopologos AEPy-do, AEPy-ds y AEPy-ds, con
123.08, 12610 y 128.12,
respectivamente. En la figura 28 se muestran los

relaciones  m/z
espectros MS de los tres isotopologos adquiridos
por separado via infusion directa, es claro que
ambos isotopdlogos pesados (AEPy-ds y AEPy-ds)
no poseen contribuciones en su patron isotdpico
que interfieran con el pico monoisotdpico de AEPy-
do, haciéndolos adecuados hasta este punto para su

utilizacion como estandares internos tipo ILIS.
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Figura 28. Espectros de masas de los tres

isotopdlogos del derivatizante. AEPy-do
(azul), AEPy-ds (naranja) y AEPy-ds (rojo).

El espectro de '"H NMR de AEPy-do mostrd las tres sefiales esperadas en la region de los

aromaticos a 9.19, 8.67 y 8.23 ppm, cémo doblete, triplete y triplete, respectivamente, dos

tripletes en la region de metilenos a 4.98 y 3.57 ppm y un singulete correspondiente a la

amina primaria en 8.32 ppm, los isotopdlogos tri- y penta-deuterados se confirmaron por

ausencia de la sefial o y de las tres sefiales aromaticas, respectivamente. Puntualmente, el

isotopologo AEPy-ds se obtuvo con menor pureza, se decidié continuar utilizdndolo tal cual,

pues no se observaron inconvenientes de comportamiento durante el analisis por HRMS.
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Figura 29. Espectros de 'H NMR de los tres isotopdlogos del derivatizante AEPy. AEPy-do (azul), AEPy-d3
(naranja) y AEPy-ds (rojo).
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IV.2 Sintesis del reactivo de Mukaiyama

Se prepard el haluro de 2-halo-N-metilpiridinio haciendo reaccionar la 2-cloropiridina con
yoduro de metilo (Figura 30) de acuerdo con la reaccion reportada originalmente por Teruaki
Mukaiyama (Mukaiyama, 1979).

‘ N + CHI Acetona -
_— 3 bafio de N = t.a.
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Figura 30. Reaccion para la obtencion de la sal de Mukaiyama.

Se verifico la formacion del producto esperado yoduro de 2-cloro-N-metilpiridinio (CMPI)
por '"H NMR (figura 31) y HRMS (figura 32), se observé adicionalmente la formacién de 2-
yodo-N-metilpiridinio sin sorpresa, pues se ha reportado con anterioridad el intercambio
de haldgenos o Py*-X + Y- €= Py*-Y + X- en estos sistemas (Leon Bradlow & Vanderwerf,
1951).

— M504

| :

Figura 31. Espectro de 'TH NMR del producto de reaccién entre la 2-cloropiridina y el yoduro de metilo, las cuatro sefiales
mayoritarias (9.2, 8.6, 8.3 y 8.1) corresponden al producto 2-cloro-N-metilpiridinio mientras que las minoritarias (7.6, 7.3,
6.3 y 6.1) son atribuibles al producto 2-yodo-N-metilpiridinio, ademds se observan las sefiales de los metilos en campo alto.

El discernimiento entre las sefales y sus correspondientes especies se apoya en un
experimento complementario utilizando la 2-bromopiridina en lugar de su andlogo clorado.

Transcurrido el tiempo de reaccion se colectaron los cristales formados, se decantaron, se
lavaron dos veces con acetona fria y se secaron para utilizarse en las etapas posteriores.
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Figura 32. Espectros adquiridos en ESI(+)-QqTOF-MS por infusion directa de los productos obtenidos de la reaccién entre
la 2-cloropiridina y el ICHs. Se observan los productos 2-cloro-N-metilpiridinio, 2-yodo-N-metilpiridinio y ademds algunos
dimeros del tipo [2M-X]* formados en fase gas. Las Am corresponden a la diferencia de masa entre el yodo y el cloro.

IV.3 Comparacion del rendimiento del reactivo de Mukaiyama (CMPI) y la
carbodiimida EDC como agentes de acoplamiento para la derivatizacion de acidos
grasos modelo

Luego de realizar pruebas de derivatizacion preliminares en acidos grasos de cadena corta
y verificacion de estabilidad del deuterio después de la reaccion (Anexo 1), se llevaron a cabo
una serie de experimentos para comparar la eficacia relativa de reaccion al emplear CMPI 6
EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) como agentes de acoplamiento en la
reaccion de derivatizacion (obtencion de amidas) entre AEPy-do y una mezcla de seis acidos
grasos saturados (SFA) con cadenas de 6, 7, 9, 11, 12 y 18 carbonos y concentracion de 50
mM c/u. Para examinar el efecto de temperatura, las reacciones se llevaron a cabo a 30 y 40
°C. Las cuatro condiciones se designaron con las claves CMPI-30, CMPI-40, EDC-30 y EDC-
40 de acuerdo con el agente de acoplamiento y la temperatura, los experimentos se
realizaron por triplicado y en todos los casos el tiempo de reaccion fue de 30 minutos, al
terminar las soluciones de reaccion se diluyeron 500 veces en ACN:H:0 (1:1) para su analisis
por infusion directa. Para comparar la eficacia relativa de reaccion entre los cuatro
tratamientos, se adicion¢ al final de la reaccién una solucion con 2 equivalentes de cada uno
de los 6 acidos derivatizados con AEPy-ds (empleando las condiciones del experimento
CMPI-30 en paralelo) a todas las condiciones de reaccion. Las intensidades de los acidos
derivatizados en las condiciones comparadas se normalizaron respecto a las intensidades
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de sus respectivos isotopologos deuterados adicionados por igual tras la reaccion. Los
resultados se reportan en la Figura 33.

Eficaciarelativa de derivatizacion de AEPy-d, frente a seis SFA

1.2 empleando dos agentes de acoplamientoa 30y 40 ° C
m CMPI 30

1 B CMPI 40
N T EDC 30
— EDC 40
= 0.8
=
= 0.6
ju
>
— 04
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Acidos grasos derivatizados

Figura 33. Comparacién de la eficacia relativa de derivatizacién entre dos agentes de acoplamiento a dos temperaturas
distintas, los resultados para cada dcido se muestras normalizados respecto a su isotopdlogo trideuterado adicionado por
igual a los cuatro tratamientos. (n=3)

El gréfico de la figura 33 arrojo informacion clara e interesante, la temperatura no influye
significativamente en la reaccion de derivatizacion cuando se utiliza CMPI cdmo agente de
acoplamiento, en cambio, al utilizar EDC para activar los acidos, el rendimiento relativo se
favorece consistentemente al emplear mas alta temperatura. En general, para incrementar
el rendimiento de derivatizacion la mejor opcion resultdo ser el EDC como agente de
acoplamiento y la temperatura de reaccién de 40 ° C. Cabe mencionar que la repetibilidad
de los resultados no es excelente (valores de DE) debido a que fueron obtenidos antes del
mantenimiento del espectrometro de masas.

IV.4 Efecto de la composicion de solventes en la derivatizacion de acidos grasos
empleando el reactivo de Mukaiyama y el agente derivatizante AEPy

La etapa clave para favorecer el rendimiento durante la formacidon de amidas en reacciones
que implican agentes de acoplamiento es la formacion del “éster activo”, pues la generacion
del producto de sustitucion deseado depende de la cantidad y estabilidad de este
intermediario. La presencia de solventes nucledfilos promueve la reaccion de solvolisis,
evitando la formacién del producto (Figura 34); ademas, la baja solubilidad del clorhidrato
de AEPy en ACN absoluto despertd el interés por evaluar el efecto del solvente portador del
derivatizante sobre la eficacia de la reaccion. Se utilizaron mezclas ACN/H20 y MeOH/H:0
en distintas proporciones (en las que AEPYy si es soluble), asi mismo se prob¢ la reactividad
en presencia de trietilamina ACN:EtsN y en un solvente polar aproético (DMF).
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Figura 34. Formacion del éster activo y del producto de sustitucion entre un dcido carboxilico y un nucledfilo (AEPy o
solvente nucledfilo) utilizando la carbodiimida EDC (a) o el reactivo de Mukaiyama CMPI (b) como agentes de acoplamiento.

Como un ejemplo de los acidos a derivatizar, se utiliz6 el acido propionico al 75 mM en
ACN:DMF (4:1) agregando CMPI al 75 mM en ACN/Et:N al 0.1 M. En este sistema, se
compararon 7 opciones con distinta composicién de solventes para el derivatizante AEPy:
A) EtsN 0.1 M en ACN, B) ACN/DMF (4:1), C) H20 100%, D) ACN/H20 (1:1), E) ACN/H20
(80:20), F) MeOH 100% y G) MeOH/H:0O (1:1), en todos los casos con concentracién de AEPy
50 mM, manteniendo constantes la temperatura y el tiempo de reaccion (40 °C y 30 minutos,
respectivamente). Terminada la reaccion las mezclas se diluyeron 100 veces en ACN/H20
(1:1) y se analizaron por HRMS realizando infusion directa (Figura 35).
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Figura 35. Espectros de masas tras las reacciones utilizando las distintas composiciones de solventes, el ion de m/z 123.19
corresponde al derivatizante sin reaccionar, mientras que el ion de m/z 179.11 corresponde dcido propionico derivatizado (el
agente de acoplamiento fue CMPI).
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Los experimentos llevados a cabo tinicamente con H20 6 MeOH y con cualquier relaciéon de
ACN/H20 o0 MeOH/H20 ponen en evidencia que la reaccion fue incompleta, pues se observa
baja intensidad del ion de m/z 179 (correspondiente al producto de derivatizacion del acido
propionico), y por la presencia de un ion de gran intensidad en m/z 123, correspondiente al
AEPy sin reaccionar, esto sugiere que esta ocurriendo la solvolisis del éster activo, evitando
el desplazamiento de la reacciéon hacia la formaciéon de los productos; la relaciéon entre
intensidades de los iones 179/123 ofrece una nocion de la tendencia a solvdlisis de las
distintas composiciones de solventes. Como se observa en la Fig. 35, dicha relacion para las
mezclas ACN/H:20 present6 la tendencia E > D > C con valores de 0.5, 0.4 y 0.2,
respectivamente. En el caso del solvente compuesto por MeOH 100% y por MeOH/ACN
(1:1), la tendencia observada fue G > F, con valores 179/123 de 0.6 y 0.2 respectivamente. En
los experimentos llevados a cabo en mezclas compuestas por solventes no nucledfilos
(ACN/EtsN y DMF) no sdlo se observa mayor intensidad del ion de interés (m/z 179), sino
que también se observa el consumo casi completo del derivatizante AEPy, con relaciéon de
iones 179/123 de 176.2 para A y 111.6 para B. A simple vista parece no existir una
contribucidon importante de la trietilamina en la reactividad, sin embargo, tanto por la
compatibilidad del acetonitrilo con columnas cromatograficas como por la presencia de base
que potencialmente puede inhibir la protonacién de especies indeseadas en mezclas
complejas, se eligié al ACN/EtsN como la mejor alternativa para las reacciones posteriores.

IV.5 Condiciones instrumentales para analisis de acidos derivatizados con los
isotopologos de AEPy

IV.5.1 Efecto del voltaje del capilar en la intensidad de la sefial y relaciéon S/N

Se analizaron por infusion directa tres soluciones equivalentes conteniendo 23 4cidos grasos
(CRM LRACS8228), derivatizados independientemente con los tres isotopdlogos de AEPy-
(do, ds'y ds), se realiz6 un barrido de 7 niveles de voltaje en el capilar sostenidos cada uno por
intervalos de 0.5 minutos en una tnica adquisicion, en la fig. 36 se muestra el resultado del

experimento con los niveles de voltaje representados en el eje x.
Intensidad

X107
4]

3]

? =

" ——1 4500 | {4000 t 13500 t 1 3000 12500 t 12000 t { 1500 |

Voltaje en capilar

Figura 36. Variacién de la intensidad de la sefial en el modo TIC (total ion current por sus siglas en inglés) adquirida para
las mezclas de los dcidos grasos en higado de bacalao derivatizados con cada isotopdlogo de AEPy (do en azul, ds en naranja
y ds en rojo) respecto al cambio de voltaje en el capilar con decrementos de voltaje de 500 Volts, desde 4500 hasta 1500
durante intervalos de tiempo de 0.5 minutos.
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Por su parte, en la figura 37, se muestran los mismos datos, pero presentando las
intensidades de iones extraidos para algunos acidos de interés (18:2, 18:3, 18:4, 20:4, 20:5 y
22:6) junto con las graficas representando la relacion sefial/ruido. Esta claro que para todos
los casos la mas alta relacion S/N se obtiene empleando un voltaje de 3100 Volts, por lo que
se establecio este voltaje para el trabajo futuro.

S/N Vs Voltaje en capilar | FA (18:2) Intensidad Vs Voltaje en capilar
1250 0050 FA (18:2)
1050 45050
40050
850 35050
2z 650 30050
A . 25050 w
450 20050
o3 15050 —e—d3
250 —8—ds 10050 —e—ds5
50 5050
1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200 50
R . A 1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200
Voltajeen capilar Voltaje en capilar
Respuestas de relacién S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del dcido linoleico 18:2 n-6
S/N Vs Voltaje en capilar | FA (18:3) Intensidad Vs Voltaje en capilar
500 0050 FA (18:3)
450 18050
400 16050
350 14050
=z 300 w~— 12050
& 250 0 10050 o
200 8050
150 —o—d3 6050 —e—d3
100 —e—d5 4050 —o—ds
50 2050
1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200 50

1200 1700 2200 2700 3200 3700 4200

Voltaje en capilar Voltaje en capilar

Respuestas de relacion S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del dcido orlinolénico 18:3 n-3

S/N Vs Voltaje en capilar | FA (18:4) Intensidad Vs Voltaje en capilar
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650
25050
550
20050
w450 —
350 —e—do 15050 w
250 —e—d3 10050 —e—d3
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Respuestas de relacion S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del dcido estearidénico 18:4 n-3
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S/N Vs Voltaje en capilar | FA (20:4)

Intensidad Vs Voltaje en capilar
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Respuestas de relacion S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del dcido
araquiddnicoleicosatetraenoico 20:4 n-6/n-3 con relacion 29.79% : 70.21%, respectivamente.
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Respuestas de relacion S/N e Intensidad frente a voltaje en capilar del dcido docosapentaenoico 22:5 n-3
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Figura 37. Efecto del cambio del voltaje en el capilar sobre la intensidad de la sefial y la relacion sefial/ruido de algunos de
los dcidos grasos poliinsaturados presentes en el material de referencia de aceite de higado de bacalao, perfiles normalizados
entre isotopologos respecto a la S/N en 3100 Volts y a la intensidad en 3500 Volts del canal do.
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IV.6 Evaluacion de desempeiio de sistemas de isotopdlogos dolds y dolds de AEPy
en la reaccion de derivatizacion de acidos grasos

Con las condiciones de reaccion y parametros instrumentales seleccionadas a partir de los
experimentos previos, se procedid a comparar el desemperio de los pares de isotopdlogos
AEPy-do/AEPy-ds y AEPy-do/AEPy-ds, inicialmente se evalud la uniformidad de reactividad
de los tres isotopdlogos en una mezcla compleja de acidos saturados, mono- y
polinsaturados presentes en el material de referencia certificado usado en experimentos
anteriores (CLO, con clave LRAC8228). Luego, se compararon los factores de respuesta entre
dos isotopdlogos para cada sistema de pares a partir de resultados obtenidos por HPLC-
ESI(+)LIT-MS. Los espectros fueron adquiridos para mezclas 1:1 de los dos isotopdlogos,
obteniendo el registro de los “canales” ligero y pesado. Los datos MS se adquirieron para

cinco distintos niveles de dilucion.
IV.6.1 Uniformidad de reactividad de los 3 isotopologos

Se llevaron a cabo reacciones de derivatizacion paralelas usando cada uno de los tres
isotopdlogos de AEPy (do, ds y ds) sobre los FA del material de referencia certificado
empleando las condiciones de reaccidon previamente seleccionadas (concentracion de FA
totales de 10 mg/mL, EDC en agua al 620mM, HOBt 75mM en ACN, AEPy 75mM en
ACN/Et:N 0.1M de Et:N, 40 °C por 30 minutos). Se adquirieron los espectros de masas para
cada una de las muestras y para cada uno de los isotopdlogos de AEPy por infusion directa.
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Figura 38. Espectros de masas de los dcidos grasos presentes en el aceite de higado de bacalao derivatizados en soluciones
individuales con los isotopélogos de AEPy (do en azul, ds en naranja y ds en rojo) adquiridos por infusion directa en un
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La Figura 38 muestra tres espectros adquiridos; se observa que cada uno de ellos contiene
sefales de las mismas especies con las etiquetas y diferencias de masas esperadas para cada
cluster de FA de acuerdo con el isotopologo del derivatizante empleado.

Ademas, los iones registrados estan en concordancia con la lista de los 4cidos reportados
por el proveedor del material de referencia certificado. Para comparar la eficacia de
derivatizacion para tres isotopdlogos, en la figura 39 se presentan las intensidades de los
iones correspondientes a cada uno de los 4cidos en material de referencia, que fueron
normalizados por la sefal de C16:0 en el mismo espectro.

Intensidades relativas de acidos grasos en CLO derivatizados
con 3 isotopologos de AEPy
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Figura 39. Intensidades de los iones de dcidos grasos en aceite de higado de bacalao derivatizados con tres isotopdlogos de
AEPYy (-dn, donde n= 0, 3 6 5) relativas a la intensidad del ion C16:0-dn, adquiridos independientemente para cada serie de

isotopdlogos por infusién directa en un sistema ESI-QqTOF.

Aunque para la mayoria de los dcidos se pueden notar muy uniformes intensidades relativas
entre los tres isotopdlogos, también existen algunos acidos que presentan diferencias
importantes. Una posible causa a considerar son las diferencias de contribuciones en el
patron isotdpico de cada isotopdlogo, particularmente para AEPy-ds los iones [M-ds+1]*" y
[M-ds+2]* presentan intensidades relativas al ion pseudo-monoisotopico distintas respecto a
las de AEPy-do y AEPy-ds. Cabe también recordar que en el espectro adquirido con la
introduccion por infusion directas aparecen todos iones generados a partir de la muestra
con varios iones para cada acido graso, reflejando patrones isotopicos naturales o alterados
por la presencia de deuterio; estos clusteres son distribuidos en escala de valores m/z en
funcion de su tamafio de cadena y con separaciones de dos Da para cada instauracion en la
cadena y desplazamientos por la incorporacion de deuterios; por ello pueden formarse
diferentes solapamientos entre iones de diferentes compuestos y sus isotopdlogos, como
una fuente de potenciales interferencias espectrales. Otras fuentes de error podrian
originarse a partir de componentes de matriz procedentes de la muestra derivatizada,
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afectando diferenciadamente a los dcidos derivatizados con cada isotopdlogo en funcion de

sus relaciones m/z.

Para evitar este tipo de interferencias, se puede incorporar una etapa de separacion
cromatografica de los derivados de los acidos grasos para su acoplamiento on-line con el
sistema ESI(+)-QTOF-MS.

IV.6.2 Comparacion de los factores de respuesta de los sistemas de
isotopologos

Para emplear un compuesto como estandar interno, es deseable que éste presente un error
relativo <5 % en el factor de respuesta respecto al analito de interés. Para evaluar lo anterior,
para cada sistema de isotopdlogos se prepard una solucion madre de concentracion 10
mg/mL del material de referencia con mezcla 1:1 de los acidos del CRM derivatizados con
cada isotopologo, posteriormente se realizaron 5 diluciones (con factores de dilucion x1, x10,
x20, x50 y x100), se graficaron curvas de cambio de intensidad respecto al inverso del factor
de dilucién (1/FD) de los iones en ambos pares de sistemas utilizando entre 3 y 5 puntos, se
considerd la pendiente de la funcion obtenida por el método de regresion lineal como factor
de respuesta en cada uno de los casos.

1/FD VED

1/FD

1/FD

urD 1/FD
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Figura 40. Comparacién de factores de respuesta entre pares de isotopologos dolds y dolds de los dcidos grasos en higado de
bacalao derivatizados con AEPy, especificamente se muestran los espectros de los pares de sefiales con concentracion
decreciente (de acuerdo con grado de dilucion), asi como sus correspondientes curvas de respuesta y pardmetros de regresion
lineal y ecuacion de la funcion.

para encontrar la mejor R?, se compararon los canales do y ds para cada acido en el primer
sistema, asi como los do y d5 en el segundo sistema (fig. 40).

Para cada uno de los sistemas de isotopdlogos, se analizaron simultdneamente y bajo las
mismas condiciones los dos canales de cada 4cido graso en los distintos niveles de dilucion,
lo anterior gracias a las mezclas 1:1 tanto para dolds como para dolds, encontrando errores
relativos de la pendiente de las curvas de calibracién menores al 5% (entre 0.05 y 3.63%) en
todos los casos, lo que demuestra que ambos sistemas cumplen con el criterio para
emplearse como estandares internos, en la tabla 3 se muestran los resultados para los cuatro
PUFAs de interés presentes en la muestra evaluada e ilustrados en la figura 40.
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Mezcla de isotopélogos Mezcla de isotopologos
Acido do | ds do | ds
graso  %Error No. de R2 %Error  No. de R2
(m) puntos (m) puntos
0.9647 (do) 0.9997 (do)
18: . 4 2.7
8:3 0.05 0.9742 (d3) ? 3 0.9996 (ds)
) 0.9998 (do) 0.9994 (do)
20:4 1.85 4 0.9999 (ds) 3.63 3 0.9994 (ds)
] 0.9987 (do) 0.9931 (do)
205 0400 > 0.9986 (d3) 0.22 4 0.9913 (ds)
0.9965 (do) 0.9996 (do)
22: 1.61 2. 4
6 6 > 0.9997 (d3) ? 0.9996 (ds)

Tabla 3. Pardmetros obtenidos de la comparacion de factores de respuesta para ambos pares de isotopologos (dolds y dolds)
de AEPy de cuatro dcidos grasos poliinsaturados presentes en la mezcla de reaccion, denotando principalmente los errores
relativos de las pendientes entre isotopologos de cada par, utilizando entre 3 y 5 puntos de dilucion y con coeficientes de
regresion lineal altos (0.9647-0.9999).

IV.7 Derivatizacion de acidos grasos en muestras reales utilizando los
isotopologos do, ds y dsde AEPy

En el primer intento, se realizaron derivatizaciones de acidos extraidos de diferentes aceites
vegetales comestibles; estos extractos se prepararon y analizaron por ESI(+)-QTOF-MS
utilizando las condiciones seleccionadas previamente. El perfil de dcidos grasos encontrado
en cada muestra fue comparado con reportes anteriores sobre el contenido de 4cidos grasos
en estos productos con el fin de verificar si las condiciones de reaccion e instrumentales
propuestas en este trabajo son adecuadas para el andlisis de muestras reales de composicion
compleja.

IV.7.1 Derivatizacion de acidos grasos en muestras reales

Se utilizaron 7 aceites vegetales adquiridos en tiendas departamentales locales en la ciudad
de Guanajuato, Gto. México, aceites extra virgen de chia, linaza, ajonjoli, oliva 1 y 2 (dos
marcas distintas) y aceites puros de semilla de uva y de aguacate, cuyas declaraciones
nutrimentales reportadas en las respectivas etiquetas se describen en la tabla 4.

Antes de la derivatizacidn, se llevo a cabo la liberacion de acidos grasos de triglicéridos y su
extraccion, utilizando el procedimiento desarrollado por Quehenberger y colaboradores
(Quehenberger et al., 2011) en apego al consorcio de LIPID MAPS. Cabe mencionar que el
protocolo citado fue desarrollado para el andlisis de matrices bioldgicas, pero este fue
adaptado a las condiciones adecuadas para aceites vegetales (anexo 3). Especificamente, a
100 mg de cada aceite se adicion6 1 mL de MeOH:KOH al 15% (m/m), se incubaron las
mezclas por media hora a 37 °C, transcurrido el tiempo se acidifico hasta alcanzar un pH <5
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) Tamarfio de la Lipidos Mono- Poli-
Aceite ., Saturados . .
porcion totales insaturados insaturados
Chia 100 mL 9B g g 8¢ 74 if; i‘;’) 6y
Linaza 100 mL Ng 9g 17g 66 gsélg ig’) 6y
Oliva (1) 100 g 100 g 15¢g 78 ¢ 7g
Oliva (2) l4g l4g 21g 109g 1g
Uva 10g 997¢g 112¢g 243 ¢ 642¢g
Aguacate 5mL 46¢g 09g 30g 07g
Ajonjoli 100 mL 96¢g 151¢g 405¢g 439¢g

Tabla 4. Composicioén de lipidos de los aceites empleados para las pruebas de derivatizacién de acuerdo con las etiquetas de
los proveedores, notablemente los proveedores de aceite de chia y de linaza especificaron los porcentajes de omega 3 y 6 dentro

de la composicion de los lipidos poliinsaturados de dichos aceites.

adicionando 2.3 mL de HCl.c IN para después extraer los dcidos grasos libres dos veces con
3 mL de isooctano, finalmente los extractos lipidicos se reunieron y se secaron.

Se determind la masa de dcidos grasos totales obtenidos a partir de los 100 mg de cada aceite
(77.3 mg en chia, 78.9 mg en linaza, 77.4 mg en ajonjoli, 77.9 mg en aguacate, 66.3 mg en uva,
47.2 mg en oliva 1, 46.8 en oliva 2), lo que da una nocién del contenido de acidos libres y
acidos en forma de triglicéridos. A partir de estas muestras se prepararon soluciones con
concentracion 10 mg/mL de acidos grasos en ACN:DMF (4:1). Se tomaron alicuotas de 20
uL de cada una de las soluciones adicionando 20 pL. de EDCHC1 620 mM y 20 uL. de HOBt
75 mM y dejandolo actuar por 10 minutos a temperatura ambiente (esta etapa correspondio
a la activacion de los acidos formando sus esteres con ECD). Posteriormente se adicionaron
20 uL de AEPy-do 75 mM y las muestras se calentaron a 40 °C durante 30 minutos. Terminada
la reaccion de derivatizacion se diluyeron las mezclas de reacciéon 10 veces en ACN:H20 (1:1)
para ser analizadas por ESI(+)-QTOF-MS mediante infusion directa (figura 41).
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Figura 41. Espectros de masas obtenidos de dcidos grasos totales extraidos de diferentes aceites vegetales y derivatizados
con AEPy-do. Las soluciones fueron introducidas por infusion directa en un sistema ESI(+)-QqTOF-MS.

Con base en los valores m/z de los iones mas intensos en los espectros adquiridos, se
confirma que los 4cidos grasos mayoritarios para todos los aceites vegetales fueron los de
18 carbonos. Incluso considerando que la respuesta instrumental no es necesariamente igual
para cada acido, se puede notar una distribucion de intensidades de las sefiales de acidos
consistente con lo reportado en el perfil nutricional por los proveedores de los aceites. Como
ejemplo, los perfiles de acidos en aceites de chia y linaza son similares en la descripcion
nutricional, conteniendo ambos al acido linolénico (C18:3, m-3) de relacion m/z 383 como el
FA mayoritario; ademas, la linaza contiene poco mas del doble de dcidos monoinsaturados
respecto a la chia, lo cual queda claramente reflejado en las intensidades del ion 387 (C18:1)
respecto a las de los iones 383 y 385 en cada muestra. Otra observacion que confirma un
buen desempenio del procedimiento de derivatizacion propuesto es la concordancia de los
perfiles obtenidos experimentalmente con los esperados en los espectros de aceites de oliva
(1 y 2) y de aguacate, en los que el acido oleico (C18:1) es el mayoritario. Por tltimo, la
relacién casi 1:1 de dcidos mono- y poliinsaturada declarada para el aceite de ajonjoli queda
evidenciada en los iones de intensidad similar 385 (C18:2) y 387 (C18:1).

El siguiente paso fue comparar los espectros adquiridos para las mismas muestras de
aceites, pero utilizando AEPy-do y AEPy-ds como agentes derivatizantes; dichos espectros se
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presentan en la figura 42; para mayor claridad se presentan regiones espectrales

correspondientes a iones de los dcidos C18 con 0-3 instauraciones.
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Figura 42. Seccién de espectros de masas donde aparecen sefiales de los dcidos grasos de dieciocho carbonos con entre 0y 3
insaturaciones derivatizados por separado con el sistema de isotopdlogos AEPy-doy AEPy-ds para los dcidos extraidos de
los siguientes 5 aceites vegetales: chia a), linaza b), aguacate c), uva d) y ajonjoli e), analizados por infusién directa en
ESI-QqTOF.

Es importante enfatizar que la composicion de dcidos grasos C18 es representativa para cada
uno de los aceites en términos de la variedad de niumero de insaturaciones y en términos de
la distribucion relativa del contenido de cada uno de estos 4cidos. Dichas diferencias en los
perfiles de los FA entre distintos aceites se observan en la figura 42. Asi mismo, la
derivatizacion con dos isotopdlogos de AEPy (do y d5) arrojo perfiles de sefiales muy
consistentes entre los dos canales para las cinco muestras tomadas como ejemplo. Con estos
resultados se confirma que los isotopologos de AEPy obtenidos en este trabajo seran ttiles
en el analisis cuantitativo de los FA en aceites vegetales. El isotopdlogo deuterado puede ser
utilizado para obtener un estandar interno o para distinguir los calibrantes de los analitos
naturalmente presentes en la muestra en una sola corrida analitica y en el mismo espectro

de masas.
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IV.8 Anadlisis de acidos grasos en muestras reales mediante derivatizacion
codificada por isdtopos con enfoques dirigido y no dirigido y comparacion de
desempeiio de los sistemas AEPy-do| AEPy-ds y AEPy-do| AEPy-ds

El derivatizante codificado por is6topos AEPy se aplico al perfilado de acidos grasos
(enfoque no dirigido) en aceite de pescado comparando ambos sistemas de isotopdlogos
(dolds y dolds). Ademas, se llevd a cabo el andlisis cuantitativo de FA en varias muestras,
incluyendo 7 aceites vegetales comestibles, 3 suplementos basados en aceite de pescado y
un alga comestible, lo anterior empleando el sistema de isotopdlogos AEPy dolds mediante
un enfoque dirigido, generando estandares internos tipo ILIS via ICD aplicado a un material
de referencia certificado.

IV.8.1 Enfoque no dirigido

La idea en esta parte del trabajo fue derivatizar los FA en una muestra con tres isotopologos
de AEPy en tres alicuotas de esta muestra por separado y preparar mezclas
correspondientes a AEPy-dol AEPy-ds y AEPy-dol AEPy-ds para su andlisis por
espectrometria de masas. En este caso se llevd a cabo una previa separacion cromatografica
y el espectrémetro de masas con trampa iénica (HPLC-ESI(+)-ITMS). Esto con el fin de hallar
los patrones isotopicos conferidos por el par de cada sistema y de esta manera anotar las
sefales correspondientes a los acidos grasos y descartar potenciales sefiales artefacto y/o
componentes de la matriz. La asignacion de los FA fue en base a los patrones isotopicos de
cada sistema que aparecen con diferencias de masa constantes de Am=3.02 Da para el sistema
dolds y Am=5.03 Da para el sistema dolds. Se utiliz6 el aceite de menhaden (producto de
sigma, CAS No. 8002-50-4) como modelo de prueba debido a su diverso contenido de acidos
grasos. La composicion de acidos grasos en este producto reportada por el fabricante es la
siguiente: 6-9 % de miristico (14:0), 15-20 % de palmitico (16:0), 9-14 % de palmitoleico (16:1),
3-4 % de estearico (18:0), 5-12 % de oleico (18:1), <3 % de linoleico (18:2), <3 % de linolénico
(18:3), 2-4 % de estearidénico (18:4 ®-3), < 3% de araquiddnico (20:4), 10-15 % de
eicosapentaenoico (20:5 ®-5), 8-15 % de docosahexaenoico (22:6 ®-3) y un 20% remanente de
acidos grasos no identificados.

Para el andlisis del aceite de menhaden se procedié con la extracciéon y aislamiento de los
acidos grasos mediante la metodologia descrita en el apartado anterior, saponificacién
seguida de acidificacion, extraccidon, secado y reconstitucion en ACN/DMF (4:1). Luego,
alicuotas iguales de 20pL de una solucion de la muestra (correspondiente a 10 mg/mL de
FA) fueron sometidas a derivatizacidon en paralelo con los tres isotopdlogos de AEPy (do, d3
y ds), terminada la reaccion se reunieron partes iguales de cada par de canales do con ds y do
con ds para ser analizadas por HPLC-ESI(+)-ITMS (figuras 43 y 44 y anexo 4). Las condiciones

cromatograficas se especifican a continuacion:
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-Fase mévil A: MeOH

-Fase movil B: NHsHCO:2 10 mM
-Columna: Kinetex C18 150 x 3 mm,
2.6um.

-Tiempo de corrida: 14 minutos
-Rango de m/z: 250-600

Figura 43. Cromatograma de dcidos grasos en aceite de menhaden derivatizados con pares de isotopologos AEPy-do/ds
visualizado como mapa de calor.

Figura 44. Cromatograma de dcidos grasos en aceite de menhaden derivatizados con pares de isotopdlogos AEPy-do/ds
visualizado cdmo mapa de calor.

El perfil de acidos grasos es consistente con la composicion reportada por el proveedor,
siendo los dcidos mayoritarios el palmitico (16:0, 15-20 %), el palmitoleico (16:1, 9-14 %), el
eicosapentaenoico (20:5 »-3, 10-15 %) y el docosahexaenoico (22:6 w-3, 8-15 %), esperados y
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observados en rangos de concentracion similares, seguidos del oleico (18:1, 5-12 %) y del
miristico (14:0, 6-9 %). A continuacion, se muestran amplificaciones de los pares de picos
correspondientes a acidos grasos procedentes de aceite de menhaden derivatizados con
ambos sistemas de isotopdlogos de AEPy (do/ds y do/ds) bajo las mismas condiciones de
adquisicion, evidenciando apropiada co-elucion entre ambos pares de isotopdlogos y
diferencia de masa con correcta definicion de patrones isotopicos en ambos casos Figura 45.

18:3d /d. f\ 18:3d /d. f\

(1:1) . (1:1)
18:44d /d, 18:4 4 /d,

(1:1) / | (1:1)
AN

20:4d/d, .

(1:1)
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20:5 do/ds 20:5 do/d5
(1:1) (1:1)

22:5d /d, /\/\ 22:5d /d. AA\M

(1:1) //R\ (1:1)

22:6d /d, 22:6 d /d N

(1:1) / \ (1:1) o

Figura 45. Amplificaciones de las sefiales correspondientes a ambos sistemas de pares de isotopdlogos (do/ds y do/ds) de
PUFAs de la serie »-3 (18:4, 20:5 y 22:6, de acuerdo con lo indicado por el proveedor) y otros potenciales -3 encontrados
en aceite de menhaden tras ICD con AEPy. (Tiempo de retencion en el eje x y relacion m/z en el eje y).

Se anotaron ocho acidos grasos adicionales a los once reportados por el proveedor, de entre
los cuales uno consistié en un acido graso poco convencional y que sale del rango de
deteccién de la técnica de oro para determinacién de acidos grasos (GC-FID), se tratd del
acido graso de cadena muy larga y altamente insaturado (VLC-HUFA, por sus siglas en
inglés) 28:8 (w-3) (fig. 46), reportado previamente en dinoflagelados y PUFAs concentrados
a partir de aceites de peces (Mansour, 2005; Mansour et al., 1999; Van Pelt et al., 1999).
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Figura 46. Amplificaciones de las sefiales correspondientes a ambos sistemas de pares de isotopologos (do/ds y do/ds) del
VLC-HUFA (very long chain highly unsaturated fatty acid) encontrado en el aceite de menhaden tras ICD con AEPy, y su
estructura optimizada en su version extendida.

Aunque en esta parte del trabajo se analiz6 el aceite de menhaden, cuya composicion esta
reportada por el proveedor, se demostré la capacidad de la estrategia de derivatizacion con
dos diferentes isotopdlogos pesados del agente derivatizante en la deteccion/confirmacion
de acidos grasos no incluidos en la etiqueta del producto.

IV.8.2 Enfoque dirigido

Se analizaron 11 muestras reales, 7 consistieron en aceites comestibles: chia, linaza, aguacate,
ajonjoli, semilla de uva, oliva-1, oliva-2, tres consistieron en suplementos dietéticos basados
en aceite de pescado, y una muestra solida de alga comestible (Porphyra yezoensis). Se
obtuvieron curvas de calibracién para 15 acidos grasos contenidos en el material de
referencia certificado (Cod Liver Oil SA LRAC8228) utilizando 7 niveles de concentracion a
partir de una solucion madre de 2 mg/mL de acidos totales derivatizados con AEPy-do
obteniendo concentraciones de FA totales (en mg/mL) de: 0.5, 0.25, 0.15, 0.075, 0.05, 0.025 y
0.01, como estandares internos se usé una mezcla de acidos del CRM derivatizados con
AEPy-ds ahadido a cada punto de la curva con una concentracion de 0.075 mg/mL. De los
acidos en el CRM, 15 consistieron en isdmeros estructurales tinicos de FA y 4 consistieron
en mezclas de isomeros estructurales de FA (el proveedor no ofrece detalles sobre el perfil
de estereoisomeros de los PUFAs contenidos en el material), a continuacion, se enlistan los
iones correspondientes a cada especie o mezcla, asi como las ecuaciones de funciones
obtenidas por método de regresion lineal para cada uno de los acidos, sus niveles extremo
de concentracion (Cm: conc. inferior y Cm: conc. superior) y coeficiente de correlacion lineal:
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Acido graso

Composicion mlz Cm-Cm Funcion de
(0 mezcla de . . R2
. % do/ds (ppm) calibracion
isomeros)
14:0 4.77 333.3/338.3  0.477-23.9 C=0.206(Rao45)+0.027 0.9995
15:0 0.36 347.3/352.3  0.036-1.80 C=1.957(Raoia5)+0.346 0.9993
16:0 10.00 361.3/366.3 1.00-50.0 C=0.108(Rao0ia5)+0.0274  0.9997
16:1 (n-7) 10.06 359.3/364.3  1.01-50.3 C=0.109(Rao0ia5)+0.0831  0.9996
16:4 (n-1) 0.40 353.2/358.3  0.040-2.00 N.D. N.D.
18:0 1.97 389.3/394.4  0.197-9.85  (C=0.529(Rdors)+0.0221 0.9997
18:1 (n-7 ; n-9) 4.93;19.14 387.3/392.4 2.41-120 C=0.0429(Ra0ia5)+0.0177  0.9999
18:2 (n-6) 1.78 385.3/390.3  0.178-8.90 C=0.578(Raoi5)+0.139 0.9997
18:3 (n-3) 0.88 383.3/388.3  0.088-4.40 C=1.281(Raord5)+0.042 0.9997
18:4 (n-3) 2.57 381.3/386.3 (122275- C=0.427(Raora5)+0.0932 0.9996
20:1 (“'171’)“'9 e 042 2’_(1)2'33 " 415.4/4204  1.075-53.7  C=0.0961(Ravas)}+0.0455  0.9992
20:2 (n-6) 0.28 413.3/418.4  0.028-1.40 N.D. N.D.
20:3 (n-3) 0.17 411.3/416.4  0.017-0.85 N.D. N.D.
20:4 (n-3 ; n-6) 0.99;0.42 409.3/414.3  0.141-7.05 C=0.591(Rao/a5)+0.279 0.9998
20:5 (n-3) 9.37 407.3/412.3  0.93746.8 C=0.116(Rad0ia5)+0.0145  0.9999
21:5 (n-3) 0.47 421.3/426.3  0.047-2.35 N.D. N.D.
22:1 (n-9; n-11) 0.72; 6.38 443.4/448.4  0.71-35.5  (C=0.139 (Raoas)+0.0386  0.9992
22:5 (n-3) 1.31 435.3/440.4  0.131-6.55 C=0.693(Raoas)+0. 286 0.9997
22:6 (n-3) 10.24 433.3/438.3 1.02-51.2 C=0.113(Raoa5)+0.0493 0.9999

Tabla 5. Composicion porcentual en masa de dcidos grasos contenida en el material de referencia certificado (Cod Liver Oil
SA LRACS8228), en el caso de isomeros se muestran agrupados por el nivel de alcance del método utilizado en este trabajo.
En los siguientes columnas se representan los valores m/z utilizados para cada uno de los dcidos y su isotopdlogo, nivel
minimo (Cm) y maximo (Cm) de concentracion, ecuacion de calibracion y R? correspondientes.
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Figura 47. Ejemplo de siete niveles de concentracion donde se observan cambios relativos de intensidad entre isotopdlogos,

conteniendo en el canal ligero los estdndares de EPA y DHA de concentracion decreciente, mientras que en el canal pesado

se contienen los “spikes” de estandares internos, ambos generados a partir del CRM con el par de isotopologos AEPy dolds.

Paralelamente a la construccion de las curvas de calibracion, se adiciond la misma cantidad

de estandar interno a través del canal ds a cada una de las muestras reales (derivatizadas con

el canal do) a un nivel de dilucién de acidos grasos totales de 52.08 ppm para llevar a cabo el

analisis L

EPA en Menhaden o0 6

C-MS e interpolar el perfil de acidos grasos de las muestra problema (figura 48).
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Figura 48. Contenidos de EPAy DHA en muestras derivadas de pescado y en alga P. yezoensis, determinadas por la relacién

de los iones con m/z 407.20 y 433.25 respecto a sus estdndares internos, correspondientes a los iones con m/z 412.22 y

438.27.
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La cuantificacidn se llevo a cabo realizando cuatro replicas analiticas en dos dias de una
técnica, en la tabla 6 se muestran los resultados cuantitativos de los dcidos encontrados en la
dilucion final (52.08 ppm) para las distintas muestras como promedio +/- desviacién
estandar. La preparacion de muestra para el alga P. yezoensis fue diferente al tratarse de un
material sdlido; se homogenizaron 10 g de material seco con 10 mL de H20 y 200 mL de
CH3Cl/MeOH (2:1), el homogenizado se macero por tres dias, luego se filtr6 a través de un
cartucho con zeolita y se seco, obteniendo 79.8 mg de materia seca, el producto resultante
se trato con 800 L de potasa metandlica al 15 % a 37 °C por 30 min, seguido de acidificacion
con 1.84 mL de HCl. 1IN, posteriormente se extrajo tres veces con 2.4 mL de isooactano, se
reunieron las fracciones orgdanicas y se secaron obteniendo 2.8 mg de FA, se resuspendieron
en ACN/DMF (4:1) llevandolos a una concentracion final de 10 mg/mL para realizar el
protocolo de derivatizacion con AEPy-do y agregar la mezcla de estdndares internos.

Aceite Chia Linaza  Aguacate  Ajonjoli Uva Oliva 1 Oliva2  Menhaden  CLO(S) Pez 1 Pez 2 Alga
FA Ct#SD C#SD C+SD C+SD C#SD C+SD C#SD C+SD C+SD C +SD C+SD C +SD
14:0 N.D.2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.7340.07 2.1640.08 0.29+40.01 0.1240.01  1.1620.04
16:0 2.6840.17  2.2940.10 1.63#0.09 3.7740.14 3.6940.16 4132016 1.7940.14 3.6840.14 4.8140.18 0.5740.01 3.51#40.15  5.8520.10
16:1 N.D. N.D. 0.9620.05 N.D. 0.1820.01 N.D. 0.2440.02 3.8320.10 2.7440.09 0.3120.01 N.D. N.D.
18:0 1.0540.04  1.2740.01 N.D. 1.52240.04 1.1840.06 1.2140.04 N.D. 0.4940.02 0.6840.06  0.16+0.01 1.4640.05  1.34#0.06
18:1 3.9140.15  9.0620.15 7.7140.07  17.0420.90 11564037  26.06#1.54  7.7740.17 2.9640.11 6.1440.06 N.D. 11.6620.52 N.D.
1822 7.5740.57  7.52#0.32 2.0920.09  18.19£159  20.85£155  1.03#0.06  1.510.08 0.5820.03 0.7320.03 N.D. 12.6521.36 N.D.
18:3 17.31#1.05  17.89#0.85  0.21+0.01 0.3020.01 0.4440.03 N.D. N.D. 0.7640.02 0.7240.04 N.D. 2.7140.11 N.D.
184 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.2620.10 3.2440.07 N.D. 1.0420.09 N.D.
204 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.4120.11 N.D. N.D. 1.9120.11 N.D.
20:5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 17.3140.78 16494122  2.02#4020  11.5520.56  5.5720.11
22:5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.8640.12 N.D. 0.2740.03 0.59+40.02 N.D.
22:6 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 8.1640.42 16.320.40 1.4340.07 6.9840.25 N.D.

Concentraciones en ppm en la disolucion final (52.08 ppm de dcidos totales); 2No detectados; n=4, de las cuales 4 analiticas de un mismo experimento técnico
Tabla 6. Resultados de determinacion de 12 dcidos grasos (SFAs, MUFAs y PUFAs) en muestras reales, incluyendo 7
aceites vegetales, aceite de menhaden, 3 suplementos dietéticos basados en aceites de pescado (CLO: aceite de higado de
bacalao; Pez 1: aceite de pescado sin especificacion y Pez 2: aceite de salmon) y alga P. yezoensis.

Luego de la derivatizacion y la dilucién final para la inyeccion de muestras se alcanz6 una
concentracion de 52.08 ppm de acidos totales, recalculando cada FA en 100 mg de aceite
(considerando los rendimientos en masa tras la saponificacion y extracciéon) se encontraron
las siguientes cantidades de EPA y DHA en las muestras de alga y aceites de pez (tabla 7):

Aceite de Suplemento Suplemento
mg FA/ Suplemento CLO P 4 , Alga P. yezoensis
100 mg menhaden Pez 1 Pez 2 (Salmoén)
aceite Er D! E D E D | E D | E R
EPA 14.52 10-15 16.52 8.91 1.91 10.82 12.73 30 40.011 ?)61@;
0.08 +
DHA 6.85 8-15 16.34 8.67 1.35 7.21 7.69 20 N.D 0.024

* Encontrado (en el presente trabajo); * Declarado (por el vendedor); < Reportado (Guan et al., 2024); ¢ % en peso seco, respecto al total de FA determinados

Tabla 7. Cantidad de EPA y DHA en mg por cada 100 mg de aceites de suplementos dietéticos de pescado y en alga
comestible P. yezoensis mediante el enfoque dirigido empleando derivatizacion codificada por los isotopologos AEPy dol ds.
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Los rendimientos tras saponificacién y extraccion a partir de 100 mg de aceite fueron de 43.7
mg de FA para el aceite de menhaden, 52.2 mg de FA para el aceite de higado de bacalao
(suplemento CLO), 49.3 mg de FA para el Pez 1 y 57.4 mg de FA para el aceite de salmon
(Pez 2). De este grupo de muestras el perfil mas confiable es el de menhaden por venir de
un proveedor de sustancias quimicas y contar con una ficha mas amplia, mientras que los
suplementos no estan sujetos a procedimientos estrictos para su reporte de perfil
nutricional. De ahi, las cantidades encontradas en menhaden y su cercania con los rangos
reportados por el proveedor son un buen indicador. En el caso del suplemento CLO las
cantidades encontradas sobreestiman casi al doble las cantidades declaradas por el
proveedor (16.52 y 16.34 mg contra 8.91 y 8.67 mg por 100 mg del producto), sin embargo,
el suplemento contiene vitaminas A y D y la formulacién final no es suficientemente clara.
Las cantidades encontradas en el suplemento de Pez 1 se encuentran muy por debajo de lo
reportado por el proveedor, en la etiqueta se especifica el contenido de proteinas y azticares,
lo que complica la matriz. En el caso del suplemento de aceite de salmén (Pez 3) las
cantidades encontradas son inferiores a las reportadas por el proveedor (12.73 y 7.69 mg
contra 30 y 20 mg por 100 g del producto). Independientemente de las inconsistencias entre
las cantidades encontradas y las declaradas, los tres suplementos dietéticos presentan una
relacion EPA/DHA de las cantidades encontradas consistente con la relaciéon en las
reportadas. En el caso del alga P. yezoensis el contenido de EPA encontrado (en porcentaje
en masa respecto al total de FA encontrados) esta acorde con lo reportado en otras fuentes
(Guan et al., 2024). Los limites de deteccién instrumentales (LOD) para EPA y DHA fueron
0.08 mg L'y 0.05 mg L, mientras que sus limites de cuantificacion (LOQ) fueron 0.26 mg
L1y 0.15 mg L, respectivamente.

Los aceites vegetales arrojaron resultados en algunos casos subestimados de acuerdo con
reportes bibliograficos; en el aceite de chia el acido linolénico (18:3) fue el mayoritario con
33.24 mg / 100 mg, seguido del linoleico (18:2) y del oleico (18:1) con 14.53 y 7.51 mg / 100
mg, respectivamente (mientras que los valores reportados rondan 52-63.4 mg, 19.8-20.8 y
7.3-8.2 mg /100 mg (Ayerza, 1995)). El aceite de linaza present6 un orden de abundancia de
acidos distinto 18:3 > 18:1 > 18:2, con concentraciones de 34.35, 17.40 y 14.44 mg / 100 mg,
respectivamente (algunos valores reportados para los mismos acidos son 53.21, 18.51 y 17.25
mg / 100 mg, respectivamente (Gruia et al., 2012)). Ambos aceites presentaron concentracion
de acido oleico y linoleico dentro o cerca del rango de concentraciones dadas en otros
reportes, pero la concentracion del acido linolénico fue significativamente inferior a la
reportada. Resulta interesante el hecho de que, a mayor grado de insaturacién del acido en
la serie, mayor es la diferencia del valor encontrado respecto al reportado en la literatura,
esto invita a sugerir al menos tres potenciales fuentes de subestimacion. La primera podria
ser que los acidos poliinsaturados en la muestra se estan oxidando con distinto grado de
susceptibilidad (en funcién del grado de insaturacion), pues no se adiciono6 2,6-di-tert-
butilfenol, un antioxidante ampliamente utilizado en el andlisis de PUFAs; como apoyo a
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este argumento, los suplementos de aceite de pescado se extrajeron de las capsulas al
momento del andlisis, quedando menos susceptibles a oxidacién. Otra potencial fuente de
error a considerar consiste en que la subestimacion provenga de algin error en el
procedimiento y manipulacién de la muestra, pues una de las desventajas inherentes al
enfoque ICD es la naturaleza multietapa del andlisis, incrementando el riesgo de
equivocaciones. La tercera posible fuente de subestimacion es que se esté trabajando fuera
del rango dindmico lineal (pues éste no se determind), ya que la relacién de intensidades
18:3-do/18:3-d5 en las muestras de chia y linaza esta casi 5 veces por encima de la relacion de
isotopologos en el punto mas alto de la curva de calibracion.

De entre los aceites comestibles el de aguacate y el de oliva poseen, junto con el de
macadamia (este ultimo no se analizd), la mayor ocurrencia natural de acido oleico,
conteniendo el de macadamia la mayor cantidad 80% seguido por el de oliva 74% y por el
de aguacate 65% (Stolp & Kodali, 2022). Si bien para los dos tipos de aceites (aguacate y
oliva) el contenido absoluto de acidos en los resultados cuantitativos parece estar
subestimado nuevamente, las proporciones porcentuales respecto al total de &cidos
determinados en cada muestra se aproximan muy bien a lo reportado, conteniendo las
muestras de aguacate, oliva 1 y oliva 2 la siguiente composicién porcentual de 4cido oleico:
61.19 % (13.32 mg / 100 mg de aceite), 80.35 % (14.17 mg / 100 mg de aceite) y 68.70 % (45.03
mg / 100 mg de aceite), respectivamente. El aceite de semillas de uva suele contener perfil
variable de acidos de acuerdo con la variedad y origen de la planta, pero frecuentemente
posee al linoleico como 4cido mayoritario 61-73% seguido del oleico 14-25% y del linolénico
0-0.6% (Carmona-Jiménez et al., 2022), en el presente estudio se encontraron
concentraciones de porcentaje en masa de 55.01 % de linoleico, 30.50 % de oleico y 1.16 %
de linolénico. Para el caso del aceite de ajonjoli los dcidos mayoritarios fueron el linoleico y
el oleico con porcentaje en masa de 44.56 y 41.74 % seguidos por el acido palmitico con 9.23
% de composicion porcentual, mientras que lo reportado en 7 genotipos de ajonjoli
(Sesamum indicum L.) para los mismos acidos se presenta en los rangos de 44.34 — 54.85 %
para el linoleico, 26.60 — 37.93 % para el oleico y 8.97 — 10.58 % para el palmitico (Morris et
al., 2021).

Se calcularon algunos indices de valor nutrimental (tabla 8) que describen el potencial efecto
de la composicion de acidos grasos de las muestras sobre el riesgo de desarrollo de
enfermedad cardiovascular en consumidores (J. Chen & Liu, 2020); el valor COX o indice de
“oxidabilidad” propuesto por Fatemi y Hammond (Fatemi & Hammond, 1980) describe la
susceptibilidad de un aceite o grasa a la oxidacion, de acuerdo con la siguiente ecuacién:

[18:1 (%) + 10.3 * 18: 2 (%) + 21.6 * 18:3 (%)]

CoxX =
100

Elindice de aterogenicidad (AI) propuesto por Ulbritcht y Southgate (Ulbricht & Southgate,
1991), el cual estd asociado con el riesgo de obstruccion arterial por consumo del aceite o
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grasa en cuestion, pese a que se considera al dcido laurico para el célculo y éste no se
encuentra en el material de referencia y por lo tanto no fue determinado, se inspeccionaron
los cromatogramas buscando el ion de m/z 305.25 correspondiente al dcido 12:0 sin
encontrarlo, por lo que se asume como cero en la siguiente ecuacion:

~ [12:0 (%) + 4+ 14: 0 (%) + 16: 0 (%)]
" (XMUFA+ Y PUFA,_3 + Y PUFA,_¢)

El indice de trombogenicidad (TI) muestra la tendencia a coagulacion en los vasos
sanguineos (también desarrollado por Ulbritcht y Southgate en 1991), descrito en la
siguiente ecuacion:

B [14:0(%) + 16: 0(%) + 18: 0(%)]
~ (S MUFA/2) + (X PUFA, ¢/2) + (3 X PUFA,, 3) + (%, PUFA, _5/PUFA, ¢)

TI

Y finalmente se calculd la relacion de dcidos hipo- e hipercolesterolémicos (hH) mediante la
formula desarrollada por Santos-Silva y colaboradores (Santos-Silva et al., 2002):

_ [cis —18:1(%) + X PUFA]
T [14:0(%) + 16:0(%)]

Chia Linaza ~ Aguacate  Ajonjoli Uva Olival  Oliva2  Menhaden  CLO(S) Pez 1 Pez 2 Alga
C1£8D C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD C#SD
14:0 N.D.2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5.6840.14 4.0020.15 5742020 0224002  8.3320.29
16:0 7474047 6.0220.26 12942071  9.23#0.34  9.744042 12732049  1583#1.24  7.6620.29 8.90£0.33 11292020 6482028  42.0240.72
16:1 N.D. N.D. 7.6240.40 N.D. 0.4740.03 N.D. 2.1240.18 7.9740.21 5072017 6.1420.20 N.D. N.D.
18:0 293011  3.3420.03 N.D. 3724010 3.11#0.16  3.7320.12 N.D. 1.0240.04 1262011  3.17#020  2.69#0.09  9.6320.43
18:1 10.9040.42  23.8240.39  61.19£0.55  41.74#2.20  30.50#0.98  80.36#475  68.70#150  6.1640.23 11.3740.11 N.D. 21.5240.96 N.D.
18:2% 21.7041.63  19.77#0.84 16594071  44.5623.89  55.01#4.09  3.1820.18  13.3540.71 1.2140.06 1.1320.05 N.D. 23.3542.51 N.D.
18:3* 48.2442.93  47.04#2.23  1.67#0.08 0732002  1.1640.08 N.D. N.D. 1.58:40.04 1.3340.07 N.D. 5.0040.20 N.D.
18:4* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 4.7020.21 6.00£0.13 N.D. 1.9140.17 N.D.
20:4* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5.02#0.23 N.D. N.D. 3.5240.20 N.D.
20:5* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 36.04#1.62  30.53#2.26  40.023.96  21.3241.03  40.01:0.79
22:5* N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 5.9540.25 N.D. 5352059 1.0920.04 N.D.
22:6% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 16.9940.87  30.1820.74  28.32#1.39  12.880.46 N.D.
SFA 10.40£0.58 2011029  12.9420.71 12954044  12.85#0.58  16.4640.61 15834124  14.36047 14162059  20.20#0.60  9.39#0.39  59.98+1.44
MUFA 10.90#0.42  23.82#0.39  68.8120.95  41.74#2.20 30.97#1.01 80362475  70.82#168 14132044 16443082  6.1420.20  21.5240.96
PUFA 69.94#456  66.81£3.07 18262079 ~ 45294391  56.17#4.17  3.18#018  13.3520.71 71494328  69.1743.38 73.67+ 7846461  40.01£0.79
w-6/3 0.4520.06 0422004  9.9340.90 61.0447.00  47.4246.79 0.0940.01 0.0240.01 0.6440.09 -
PUFA/SFA 6.72:+ 3.32¢ 141+ 3.494 4374 0.19+ 0.844 4.98+ 488+ 3.65¢ 8.35¢ 0.67+
cox 12.7640.77 12432057 2.68#0.96 5162043 6224045  9.00#0.07  9.960.09
Al 0.09+ 0.07:+ 0.15+ 011+ 0.11+ 0.15+ 0.19+ 0.35+ 029+ 043+ 0.07+ 1.88+
TI 0.06+ 0.06:+ 0.2+ 028+ 0.28+ 038+ 038+ 0.06+ 0.05¢ 0.094 0.06+ 0.50+
hH 10.82+ 15.05¢ 6.14% 9.434 8.90+ 6.56+ 518+ 5.824 6.244 432 14.92+ 0.79+
*0-3; -6

Tabla 8. Composicién proporcional (%) de los dcidos grasos encontrados en las muestras analizadas y algunos indices
nutricionales del potencial efecto en la salud cardiovascular de los aceites (se asume contenido total de omega 3 y omega 6
en los dcidos sefialados con uno y dos asteriscos, respectivamente, asi como el total de 18:1 en configuracion cis).
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Las muestras de aceite de chia y linaza poseen el valor COX mas alto de acuerdo con su
composicion de acidos grasos, el alto indice de susceptibilidad a oxidacion en estas muestras
explica la diferencia de perfiles de composicion porcentual encontrados de 18:3 y 18:2
respecto a los reportados para dichos aceites.

Dentro de los indices nutricionales, IA y IT son los mas frecuentemente usados en la
literatura y los que muestran mas clara evidencia. Considerando que los acidos grasos
saturados son pro-arterogénicos y los insaturados son anti-arterogénicos, son deseables
valores pequefios de IA, de tal manera que el consumo de alimentos o productos con bajo
IA pueden reducir el colesterol y los valores de LDL-c en plasma sanguineo humano (J.
Chen y H. Liu, 2020), si bien algunos autores recomiendan el consumo de alimentos con
valor IA de 0.39 con el fin de conseguir valores cardioprotectores de referencia del AIP
(indice arterogénico del plasma) (Bei Mariana, 2019), ninguna organizacién oficial de salud
ha provisto atin valores recomendables de estos indices, y ademds se consideran en
constante cambio de acuerdo a nuevas investigaciones sobre efecto de cada acido en el
desarrollo/prevencion de enfermedades cardiovasculares. Algunos rangos de valores IA
reportados son 0.03-3.58 para algas, 0.084-0.55 para cultivos, 0.21-1.41 para peces y 0.16-1.32
para carnes. Los rangos de valores reportados para TI son 0.14-0.56, 0.14-0.87, 0.29-1.69 y
0.39-5.04 para cultivos, peces, carne y productos lacteos, respectivamente. Finalmente,
algunos valores del indice hH reportados para aceite de Camelina sativa prensado en frio
estan en el rango de 11.7-14.7 (K. Ratusz, 2018).

IV.9 Sintesis de los isotopdlogos do, ds, ds y ds del agente derivatizante AMPP

Se disefio la ruta de sintesis multietapa para obtener los cuatro isotopologos del AMPP, de
los cuales tres son nuevos en la bibliografia (ds, de y d9), en el esquema de la figura 49 se
muestra la estrategia retrosintética. Se propuso partir de dos sintones estructurales, el
primero consistié en los cuatro isotopdlogos de piridina previamente descritos (do, d2, d3 y
ds), los cuales se convirtieron en sus respectivas sales de Zincke (paso 1). El segundo sinton
fue el 1-bromo-4-nitrobenceno y su isotopologo ds enriquecido en el laboratorio (paso 2),
para obtener posteriormente el producto de cianuracién de ambos isotopdlogos (paso 3), en
el cuarto paso se llevaria a cabo la reduccion/proteccion tanto del 4-nitrobenzonitrilo-do
como del 4-nitrobenzonitrilo-d:« dando lugar a los isotopdlogos do y ds de la 4-
aminobencilamina protegida con el grupo Boc sobre la amina primaria. Finalmente, para el
ultimo paso, se propone la generacion de los isotopdlogos do, ds, de y do del AMPP mediante
cuatro reacciones ANRORC (adicion nucleofilica / apertura de anillo / cierre de anillo)
combinando estratégicamente pares de isotopologos de la sal de Zincke y el tert-butil-4-
aminobencilcarbamato (paso 5) como se describe a continuacion: dotdo, ds+do, d2tds y ds+ds,
respectivamente.
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Sal de Zincke Piridina
@, od, prdyd) (d, od,, Byd 6d,)
(DH (DH O,N Br H(D)
H(D) 1) NO, (DH \ H(D)
(OH Wy O / é"‘ NO, + |
\ - /
(D)H N H(D)
5) MOH H(D)
(D)H (ITI)/ H(D) ) N NO,
(OH HD) : NH, NO, NO,
(DH H(D) 4) om H(D) 3) (DH H(D)
(O)H H(D) j j 2)
(D)H H(D) (D)H H(D) (D)H H(D)
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(QL4-AMPP tert-b tN.?B% |N| 1-bromo-4-nitrobenceno
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. 0
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Figura 49. Andlisis retrosintético de las rutas para la obtencién de los 4 isotopdlogos de AMPP. Adaptando y fusionando
protocolos reportados para los isotopdlogos ligeros en las distintas etapas: 1) (Chukanov et al., 2019). 2) (Tang et al.,
2023). 3) (Ushkov & Grushin, 2011). 4) (Khurana & Kukreja, 2002).

A continuacion, se describen los alcances logrados durante el desarrollo de los pasos 1-5
para la sintesis de este derivatizante de cuatro canales, asi como los desafios encontrados a

lo largo del desarrollo experimental.
IV.9.1 Sintesis de los isotopodlogos do, d>, d3 y ds de 1a sal de Zincke

Los isotopodlogos de piridina adquiridos comercialmente (do y ds) asi como los etiquetados
en el laboratorio por intercambio de is6topos de hidrégeno en condiciones basicas (d2 y ds,
ver capitulo IV.1.1) se hicieron reaccionar independientemente frente al 1-bromo-2,4-
dinitrobenceno para formar las respectivas sales de Zincke (Chukanov et al., 2019), en la

figura 50 se ejemplifica la reaccion para el isotopdlogo ligero y se enumeran sus hidrégenos.
v

| X B
Br / o
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NO, Br
X NO,
Acetona 6
_
= o
N 100 °C, 16h 5 3
NO,
NO,

Figura 50. Reaccion para la formacién de la sal de Zincke-do.
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Los productos obtenidos como polvos amarillo pédlido tras decantacién se confirmaron
mediante andlisis por HRMS y NMR (figura 51) observando claramente los desplazamientos
de m/z esperados, asi como la ausencia de sefales y cambios de multiplicidad en sefales 'H.
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Figura 51. Espectros HRMS de los isotopdlogos do (a), d2 (b), ds (c) y ds (d) de la sal de Zincke (izquierda), y sus respectivos
espectros de tH NMR (derecha) adquiridos en DMSO con capilar DMSO-de.

IV.9.2 Deuteracion del 1-bromo-4-nitrobenceno catalizada por
Ag>COs(PPhs):

La deuteracion del 1-bromo-4-nitrobenceno se realizé exitosamente tras tres intentos
siguiendo el procedimiento reportado por Tang y colaboradores (Tang et al., 2023),
utilizando KoCOs como base, Ag2COs y PPhs como pre-catalizador, D20 como agente
deuterante y éter metil-terbutilico como co-solvente (figura 52). El carbonato de plata fue
preparado en el laboratorio de acuerdo con un protocolo reportado (Burley et al., 2013),
durante los primeros intentos se protegié de la luz después de la filtracion, pero al tratarse
de un reactivo altamente fotosensible el rendimiento de incorporacion de deuterio fue
parcial, a raiz de lo observado se opto por trabajar esta reaccion completamente a oscuras
logrando con ello la incorporacion de cuatro deuterios con rendimiento cercano al 100%.
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Figura 52. Reaccion de deuteracion del 1-bromo-4-nitrobenceno. Se emplearon 202 mg de sustrato, leq de K2COs, 1 mL
de D20, 200 uL. de MTBE y el catalizador se generd in situ a partir de 20 % mol de Ag2COs y 60 % mol de PPhs.

La caracterizacién del producto deuterado se realizé utilizando espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protdn 'H (figura 53) y deuterio 2H (figura 54). Verificando
la transformacion completa tanto por los cambios en la multiplicidad de las sefiales en el
espectro de protdn, asi como por la aparicion de sefiales de deuterio con el desplazamiento
quimico equivalente a los hidrégenos de su andlogo de abundancia isotdpica natural.

[D%]

T
ez a0 e 7.8 7.7 bon]

Figura 53. Espectros de 'TH NMR del sustrato (1-bromo-4-nitrobenceno) antes de la deuteracion (verde), luego de los
primeros dos intentos (naranja y azul) y después de realizar la reaccion en la oscuridad (rojo), se observa la disminucion
significativa de la sefial, asi como el cambio de doblete a singulete por perdida del acoplamiento H-H a tres enlaces.
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Figura 54. Espectros de resonancia magnético nuclear de deuterio 2H-NMR del 1-bromo-4-nitrobenceno-ds (azul), se
observan sefiales con desplazamiento 8.14 y 7.73 ppm, consistente con los desplazamientos de las sefiales de hidrégeno en
IH-NMR del sustrato con abundancia isotdpica natural (rojo), ajustando la sefial residual de hidrégeno del solvente con la
sefial de su respectivo deuterio, ambos obtenidos en CDCls.

IV.9.3 Cianuracion de los isotop6logos do y d: del 1-bromo-4-nitrobenceno

La reaccion de acoplamiento C-C entre el 1-bromo-4-nitrobenceno y el cianuro se realiz6
combinando dos metodologias (Anderson et al., 1998; Ushkov & Grushin, 2011). El grupo
de Anderson reporto la cianuracion de una amplia gama de haluros de arilo y triflatos via
catalisis cooperativa entre catalizadores de paladio cero y especies de zinc o cobre, entre los
sustratos evaluados reportd la cianuracién de sistemas derivados de yodo-benceno
sustituidos con distintos grupos en la posicion 4. Entre los sustituyentes evaluados se
encontraron los grupos metoxilo, acetilo y nitro, los primeros dos mostraron los mayores
rendimientos cuando se empled 5 % mol de Pd(PPhs): adicionando de 10 % mol Cul, sin
embargo, con el sustituyente nitrado el mejor rendimiento fue en ausencia de yoduro de
cobre. Cabe mencionar que el solvente empleado por Anderson y col. fue tinicamente THEF;
trece afios mas tarde el grupo de Ushkov y Grushin evaluaron sistemdticamente las
condiciones de cianuracion, pues ha sido reconocido por varios autores lo desafiante de este
acoplamiento cruzado, identificindolo como uno de los menos reproducibles debido a la
desactivacion del catalizador por el cianuro en el medio. Las aportaciones mas significativas
en su publicacion son tres: (i) la utilizacion de fosfinas voluminosas como la P('Bu)s, (2) la
composicion de solventes, empleando THF/ACN (relacion 1:4) con el fin de evitar altas
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cantidades de cianuro disuelto y prevenir el envenenamiento del catalizar, y (3) la adicion
sub-estequiométrica de Zn metdlico para regenerar el catalizar potencialmente envenenado.
En el presente trabajo se empled la tetrakis trifenilfosfino paladio cero Pd(PPhs)s, en
consonancia con Anderson, pero bajo las condiciones descritas por Ushkov y Grushin (figura
55), el catalizador se prepard en el laboratorio de acuerdo con lo reportado en la bibliografia
(Koudehi & Zibaseresht, 2020).

KCN, Zn

ACN/THF (4:1)
140 °C, 12 h

Figura 55. Reaccion de cianuracion del 1-bromo-4-nitrobenceno catalizada por Pd(PPhs)a.

El producto de cianuracion del compuesto con distribucidn isotdpica natural se caracterizd
por resonancia magnética nuclear de protén, observando claros cambios en los
desplazamientos quimicos del sustrato respecto al producto con conversion del 97%. Asi,
para el sustrato (1-bromo-4-nitrobenceno) se observaron dos dobletes en 7.86 y 8.16 ppm y
en 8.19 y 8.35 para el producto (figura 56).

Scale : 0.29730
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Figura 56. Comparacion de espectros de resonancia magnético nuclear 'H NMR del sustrato 1-bromo-4-nitrobenceno
(azul) y del producto de cianuracion 4-nitrobenzonitrilo (rojo), obtenidos en CHCIs con capilar DMSO-d.

La cianuracion del isotopdlogo ds del 1-bromo-4-nitrobenceno contintia pendiente.
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IV.9.4 Reduccion/Proteccion de los isotopologos do y di del 1-nitro-4-
benzonitrilo

La reduccion/proteccion one-pot del isotopologo ligero del 4-nitrobenzonitrilo se realizd con
el catalizador “P-2 Niquel”, el cual se prepar¢ in-situ mezclando NiCl. con NaBHs en EtOH
seco y en presencia de DIBOC (Di-tert-butil dicarbonato) (Khurana & Kukreja, 2002) (figura
57), sin embargo, el producto obtenido consistid en el di carbamato (figura 58), es decir, se
protegieron indiferentemente la amina primaria y la amina aromatica tras la reduccion de
ambos grupos, nitrilo y nitro, lo que implicé adicionar dos pasos adicionales al protocolo
sintético, uno de desproteccion y otro de proteccion selectiva para obtener el mono-
carbamato sobre la amina primaria.

NiCl,, Boc,0,NaBH,
4>
EtOHdry, r.t. 5 min

Figura 57. Ecuacion de reaccion esperada de reduccion/proteccién y producto esperado 4-(N-Boc)aminobencilamina.
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Figura 58. Espectro del producto dicarbamato obtenido por reduccion del 1-nitro-4-brenzonitrilo.

Parece ldgico pensar que la obtencién del producto 4-aminobencilamina sin grupos
protectores simplificaria el protocolo y ahorraria las etapas de desproteccion y
monoproteccion en la sintesis, sin embargo, la ausencia del grupo protector genera un
producto lateral dimérico, comin en la reduccion de nitrilos (figura 59), ademas, la
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formacion de complejos de Ni complica la purificacion del producto deseado, en ese sentido
la obtencion del producto di protegido implica una etapa adicional pero al mismo tiempo
dirige la sintesis al producto deseado y facilita el procesamiento del compuesto.

N o H ]
/ R A R\/N\(NHZ M T Dk
R

-NH,

R NH,
\/

R

(0]

poes® )J\ )<

R/\H o

Figura 59. Etapas en la reduccion de nitrilos via hidruros, arriba se representa la formacion de un subproducto dimérico

R

por eliminacion de amoniaco, en la parte de abajo se puede apreciar cémo la presencia del grupo protector Boc2O “secuestra”
la amina a medida que se forma evitando su reaccion con la imina intermediaria lo que derivaria en el subproducto indeseado.

Actualmente éste es el avance que se tiene sobre el desarrollo de los cuatro isotopologos del
derivatizante AMPP, las etapas pendientes para concretarlo son las siguientes:

Cianuracion del 1-bromo-4-nitrobenceno-ds
Reduccién/proteccion del 1-nitro-4-benzonitrilo-ds
Desproteccion de los isotopdlogos do y ds del dicarbamato derivado del punto 2.

Lol

Monoproteccion en la amina primaria de los isotopdlogos do y ds de la 4-
aminobencilamina (obtenidas del punto 3).
5. Obtencion de los 4 isotopdlogos de AMPP via mecanismo ANRORC (figura 60).

Los puntos 1y 2 consisten en reproducir sobre el isotopdlogo da lo realizado con su analogo
ligero en los apartados IV.9.3 y IV.9.4, mientras que los puntos 3 y 4 son procedimientos
reportados, pese a que bajo las condiciones de reduccién con el catalizador P-2 Niquel
ocurre la proteccion tanto de la amina primaria como de la aromatica, existen reportes para
la monoproteccion en la amina primaria de la 4-aminobencilamina utilizando DIBOC bajo
condiciones sencillas (Jarre et al., 2014; Scheiner et al., 2022), y la desproteccion es una
hidrdlisis tipica de carbamatos empleando acido trifluoroacético en DCM, por lo que en este
punto, parece viable la culminacion en un futuro de la sintesis multietapa planteada.
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‘ EtOH/Piridina (3:1)
/ 98 °C, 3h
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d4+d5—>d9

NO,
Figura 60. Obtencion de los 4 isotopdlogos de AMPP via mecanismo ANRORC.
IV.10. Sintesis de los isomeros B y vy del derivatizante AMMP

Para la sintesis del derivatizante AMMP y desarrollo del derivatizante 3 planteado al inicio
del texto, se partié de los aldehidos de piridina en las tres posiciones, 2, 3 6 4, convirtiéndolos
en oximas (anexo 7) y posteriormente reduciéndolas a sus respectivas aminas (figura 61) de
acuerdo con lo reportado por Cai y colaboradores (Y. M. Cai et al., 2019).

B HN
1)  HCLNH20H, oc

NaOAc,

A\

\> H20/MeOH  (5:1)
N 60 °C 12h.

P 2)NH4OH NH40Ac

N EtOH/H20 (2:1), Zn,

80 °C, 12h.
3) Boc20 DCM,
0°C-ta. 12h.

Figura 61. Esquema general para la sintesis de las picolil-aminas.

Las By y picolilaminas se caracterizaron por '"H NMR (fig. 62), se reservaron para su posterior
proteccion con diboc y la subsecuente cuaternizacion del heterodtomo con yoduro de metilo.
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Figura 62. gamma-picolilamina (Azul), beta-picolilamina (Rojo).

Los demas pasos de reaccion quedaron pendientes de realizar.
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Capitulo V. Conclusiones

El presente trabajo se enfocé en el diseno, sintesis, caracterizacion y aplicacion (en andlisis
cuantitativo dirigido y perfilado no dirigido), de derivatizantes de inversion de carga
codificados por deuterio, los cuales se dirigieron hacia analitos con funcionalidad de acido
carboxilico, particularmente acidos grasos extraidos de aceites vegetales comestibles y de
suplementos dietéticos basados en aceites de pescados.

Inicialmente, se disenaron las rutas sintéticas de tres CS-ICD con base en el estado del arte
de derivatizantes deuterados dirigidos hacia acidos grasos y estrategias de etiquetado con
deuterio, el desarrollo experimental de ambas partes, sintética y analitica, permiti6 elaborar
una serie de conclusiones para los resultados con cada uno de los derivatizante:

Derivatizante 1. AEPy

Se obtuvo la piridina-ds con alto grado de enriquecimiento a partir de piridina de
abundancia isotopica natural empleando el protocolo descrito por los grupos de Y. Li y
Kopf. Liu. Ademas, se adaptd dicho protocolo sintético para obtener la piridina-d2 por
intercambio inverso (D/H) a partir de piridina-ds.

Fueron sintetizados tres isotopologos de AEPy: de abundancia natural a partir de piridina-
do, trideuterado a partir de piridina-ds etiquetada en el laboratorio y pentadeuterado a partir
de piridina-ds comercial, se realizd su caracterizacion por 'H-NMR y HRMS comprobando
la estabilidad del marcaje en términos de posicién y grado de enriquecimiento de los
deuterios tras la sintesis. Ademas, por comparacion de sus respectivos patrones isotdpicos,
se verifico la viabilidad de utilizar cualquiera de los dos, AEPy-ds o AEPy-ds como estandar
interno al no presentar solapamiento espectral con el isotopologo de abundancia natural,
AEPy-do.

Las condiciones de derivatizacion se seleccionaron de acuerdo con los resultados de dos
experimentos: 1) El agente de acoplamiento y la temperatura de reaccion se seleccionaron a
partir del mismo experimento, en el que se compararon las eficacias relativas de
derivatizacion entre el reactivo de Mukaiyama (CMPI) y la carbodiimida EDC a dos
temperaturas, 30 y 40 °C sobre SFA (C6, C7, C9, C11, C12 Y C18). 2) La composicion de
solventes del derivatizante fue definida luego de evaluar las siguientes mezclas portadoras
de AEPy-do, a) EtsN 0.1N en ACN, b) ACN/DMF (4:1), c) H20 100%, d) ACN/H:0 (1:1), e)
ACN/H20 (80:20), f) MeOH 100% y g) MeOH/H:O (1:1). Las condiciones finales
seleccionadas para favorecer la formacion del producto de reaccion consistieron en el uso
de EDC como agente de acoplamiento, temperatura de 40 °C y composicion de solventes
EtsN 0.1N en ACN para el derivatizante AEPy.

Experimentos independientes de variacion de voltaje en el capilar permitieron registrar
secuencialmente por HRMS con infusion directa los iones correspondientes a acidos grasos
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del material de referencia certificado, derivatizados por separado con cada uno de los tres
isotopologos de AEPy, concluyendo que el voltaje en el capilar de 3100 V genera las mejores
intensidades de senal y las relaciones S/N mas altas.

A través de experimentos por HPLC-ESI(+)-ITMS se compararon los factores de respuesta
de mezclas 1:1 de acidos grasos del material de referencia derivatizados con cada par de
isotopdlogos AEPy-dol AEPy-ds y AEPy-dol AEPy-ds graficando la intensidad respecto al
inverso del factor de dilucidn, para cada acido derivatizado con cada par de isotopdlogos se
encontraron diferencias de la pendiente menores al 5%, confirmando nuevamente la
viabilidad de los isotopdlogos pesados de AEPy para su uso como estandares internos.

Se realizaron pruebas de derivatizacion independientes con AEPy-do y AEPy-ds sobre acidos
grasos extraidos de cinco aceites vegetales, los perfiles de acidos grasos de 18 carbonos con
0-3 insaturaciones, fue consistente para cada una de las muestra en cada canal, permitiendo
asumir que la reaccidon transcurre de uniformemente entre ambos isotopdlogos sobre

muestras complejas.

El analisis no dirigido aplicado con ambos pares de isotopologos de AEPy dolds y dolds sobre
FA extraidos de aceite de menhaden result6 en la anotacidon de once FA reportados por el
proveedor y ocho acidos adicionales no descritos por el proveedor, entre los cuales se
encontro un dcido de cadena muy larga y altamente insaturado, especificamente 28:8, dicho
acido se confirmo por la observacion de los cltsteres isotopicos conferidos por cada par de
isotopologos al mismo tiempo de retencidén en corridas cromatograficas independientes
para cada par.

Dentro del analisis dirigido, el uso de FA presentes en el material de referencia certificado
facilito la generacion de estandares internos tipo ILIS via ICD con AEPy-ds, y a su vez el
canal ligero (AEPy-«) se utilizo para los calibrantes y para derivatizar los FA de las muestras
a determinar. Se construyeron curvas de calibracion con 7 niveles de concentracion para 15
de los acidos grasos contenidos en el MRC, posteriormente, se analizaron 11 muestras, de
las cuales 7 fueron aceites vegetales comestibles, tres suplementos dietéticos basados en
aceites de pescados y un alga comestible P. yezoensis, encontrado valores porcentuales de los
FA en los aceites vegetales y para el alga congruentes con lo reportado, mientras que en el
caso de los suplementos de aceites de pescado existieron variaciones respecto a lo declarado
en el perfil nutricional por los proveedores. Aunque los datos cuantitativos son
prometedores, hace falta afinar y validar el método para futuras aplicaciones con mayor
rigor.

Finalmente, con los datos obtenidos de los perfiles de acidos para cada muestra, se
calcularon algunos descriptores como el indice de oxidabilidad, el de arterogenicidad, el
trombogénico y la relaciéon hH (relaciéon de 4cidos hipo-hipercolesterolémicos).
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Derivatizante 2. AMPP

Ademas del disefio de la ruta sintética para la obtencion de los cuatro canales, se avanzd en
la sintesis de algunos sintones deuterados, tales como las sales de Zincke (-do, -d2, -d3 y -ds) a
partir de los isotopdlogos de piridina obtenidos tanto comercialmente como por intercambio
H/D con catélisis basica, adicionalmente se sintetizd el 1-bromo-4-nitrobenceno-ds, el cual se
etiquetd utilizando un catalizador de Ag(I).

Adicionalmente, se realizaron las reacciones de cianuracion del 1-bromo-4-nitrobenceno, y
reduccién/proteccion del 4-nitrobenzonitrilo (tnicamente sobre los isotopologos ligeros).
Este ultimo, generd el producto de reduccién de ambos grupos obteniéndolos como sus
respectivos carbamatos. La sintesis se llevd tinicamente hasta este punto, faltando concretar
las siguientes etapas sintéticas y la aplicacion en analisis.

Derivatizante 3. Combinacion AEPy-AMMP

En la sintesis de AMMP se prepararon las picolilaminas libres de dos de sus isomeros (B y
Y), partiendo de sus respectivos aldehidos, sin embargo, quedaron pendientes las etapas de

proteccion de la amina y cuaternizacion del nitrégeno en el fragmento aromatico.

Como perspectivas de este proyecto de tesis, se plantea en un futuro afinar el método para
andlisis dirigido con el sistema AEPy-dol AEPy-ds y compararlo estadisticamente con el
sistema AEPy-dol AEPy-ds con el fin de comprobar si la alternativa de derivatizante
etiquetado en nuestro laboratorio, efectivamente ofrece el mismo desempeno que el
construido con piridina-ds> comercial.

En el caso de los derivatizantes 2 y 3 (AMPP y AEPy-AMMP, respectivamente) los
protocolos sintéticos muestran resultados alentadores sobre la viabilidad de conseguir las
moléculas esperadas por las vias planteadas, cdmo perspectiva se propone concluir la
sintesis, y posteriormente determinar las condiciones para el mejor desempefio en analisis
cuantitativo y perfilamiento PUFAs a un nivel estructural profundo.
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Anexo 1. derivatizacion de acidos grasos de cadena corta

En 4cidos de cadena corta se evaluaron los pares de isotopdlogos do/ds en reacciones por
separado, se analizaron por ESI-QTOF-MS mediante infusion directa tanto por separado asi
como sus mezclas 1:1, el primer caso mostro intensidades inferiores para los derivatizados
con AEPy-ds, pues se utilizd una solucion impura con concentracion subestimada, sin
embargo, la consistencia del patron isotdpico para cada dcido derivatizado respecto al grado
de enriquecimiento del derivatizante permitié inferir la estabilidad de los deuterios
incorporados durante la reaccidon de derivatizacidon y durante el analisis en mezclas de varios
acidos saturados. En el segundo caso se ajustaron los niveles de dilucion para hacer coincidir

las concentraciones.
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Figura A1. Comparacion de patrones isotdpicos de ocho dcidos grasos saturados, de cadena corta y media, derivatizados

con el par de isotopdlogos de AEPy-do (Azul) y AEPy-ds (Rojo).
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Figura A2. Espectro de masas adquirido por infusion directa en sistema ESI-QTOF-MS de la mezcla 1:1 de soluciones 50
mM derivatizados con el par de isotopdlogos AEPy-do/ AEPy-ds,y diluidos 100 veces.

Anexo 2. Blancos de reaccion de derivatizacion de material de referencia CLO
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Figura A3. Blancos de la reaccion de derivatizacion del material de referencia para cada isotopdlogo de AEPy.
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Anexo 3. Espectro 'TH NMR del aceite de Menhaden y de sus acidos grasos libres
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Figura A4. Espectros de 'H NMR antes (azul) y después (guinda) de la extraccion de dcidos grasos del aceite de
Menhaden, arriba se ven las sefiales de los metilenos y del metino de los triglicéridos.

Anexo 4. Analisis no dirigido de aceite menhaden con pares de isotopdlogos de AEPy
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Figura A5. Cromatogramas de los dcidos grasos presentes en el aceite de menhaden derivatizados con los sistemas de
isotopdlogos de AEPy do/ds y do/ds (abajo y arriba, respectivamente).
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Anexo 5y 6. EIC de las curvas de calibracion de EPA y DHA y A del r.t. de EPA
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Figura A6. EIC de la curva de calibracién de EPA derivatizado con AEPy-do (azul) y su estindar interno derivatizado con
AEPy-ds (Rojo) adicionado a concentracion constante (7.027 ppm) en todos los niveles de concentracion.
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Figura A7. EIC de la curva de calibracién de DHA derivatizado con AEPy-do (azul) y su estandar interno derivatizado
con AEPy-ds (Rojo) adicionado a concentracién constante (7.680 ppm) en todos los niveles de concentracion.
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Figura A8. Tres EIC dcidos EPA derivatizados con el par de isotopologos de AEPy 20:5-do/20:5-ds,
con distintas proporciones, la distribucién de relaciones de los iones 407/412 evidencia un ligero
desface en los tiempos de retencion, eluyendo primero el isotopdlogo ligero.
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Figura A9. Mejora en la linealidad conferida por el uso de estandar interno en la curva de calibracion de DHA.
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Anexo 7. Oximas precursoras de las picolilaminas
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