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RESUMEN

La espectrometria de masas (EM) es una técnica analitica usada actualmente para el
analisis de macromoléculas bioldgicas que nos permite determinar el peso moleculary
la estructura quimica de éstas. Un espectrémetro de masas tiene tres componentes
fundamentales que son la fuente de ionizacidn, el analizador de masas y el detector. En
un espectrometro de masas se convierte a las moléculas en iones gaseosos que luego
son diferenciados en el analizador en funcién de su relacién masa/carga (m/z) y, por
ultimo, estos iones pasan al detector. Posteriormente, mediante un sistema informatico
obtenemos la representacién grafica de estos iones frente a su abundancia relativa, que
es lo que denominamos el espectro de masas. Las dos técnicas de ionizacién mas
utilizadas en la actualidad para el estudio de macromoléculas son la ionizacién por
electrospray (ESI) y la desorcidn/ionizacion por laser asistida por una matriz (MALDI),
obteniéndose iones multicargados mediante la técnica ESI e iones monocargados
mediante la técnica MALDI. Los principales analizadores mas utilizados en dichos analisis
son cuadrupolo (Q), Orbitrap, tiempo de vuelo (TOF) y la combinacién Q-TOF. La técnica

de ionizacion MALDI suele usarse asociado a un analizador TOF.

Antes de que existieran estos métodos de ionizacidn extremadamente suaves en EM,
las proteinas se analizaban mediante métodos quimicos de degradacién como, por
ejemplo, la degradacion de Edman. Fue a partir de los afios 90 cuando se empieza a
utilizar la EM en el estudio de las proteinas y, a partir de ahi, surge la protedmica que se
ocupa del estudio de las proteinas. La EM presenta actualmente multiples aplicaciones,

siendo una de las mas novedosas la del Proyecto del Proteoma Humano.

Palabras clave: espectrometria de masas, protedmica, ESI, MALDI.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Cl: ionizacion quimica

El: impacto electrénico

EM: espectrometria de masas

ESI: ionizacién por electrospray

FAB: bombardeo con dtomos rdpidos

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

IT: analizador de trampa de iones

MALDI: desorcidn/ionizacion por laser asistida por una matriz
m/z: relacion masa/carga

PITC: fenilisotiocianato

PTH: fenilhidantoina

PTM: modificaciones post-traducionales

Q: analizador de cuadrupolo

Q-TOF: analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo
RMN: Resonancia Magnética Nuclear

SDS-PAGE: electroforesis unidimensional

TFG: trabajo fin de grado

TOF: analizador de tiempo de vuelo

UFMP: ultra fine metal powder

2D-PAGE: electroforesis bidimensional






1. INTRODUCCION

“El descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick (Watson and Crick,
1953) abrié una etapa revolucionaria en la biologia permitiendo el conocimiento de los
mecanismos que regulan la sintesis de proteinas, la division y diferenciacion celular, las
bases moleculares de multiples patologias y un largo etc. El desarrollo de la gendmica
alcanza su culmen con la descripcién del genoma humano y de otras especies animales
y vegetales. La gendmica, sin embargo, nos ha mostrado también algunas de sus
limitaciones. Los estudios de identificacion y regulacién de genes no aclaran que sucede
a posteriori con las proteinas, siendo el estudio de sus modificaciones post-
traducionales un campo nuevo con infinitas posibilidades. Nos permitird conocer como
los diferentes elementos intracelulares se relacionan entre si y como unas células

interaccionan con el resto” (Aguilar, 2007).

Las proteinas son macromoléculas organicas que estan formadas por la unién de varios
aminodcidos formando enlaces peptidicos: enlace entre el grupo amino (NH;) de un
aminodcido y el grupo carboxilo (COOH) del siguiente. Las proteinas estan presentes en
todos los organismos, siendo las macromoléculas bioldgicas mds abundantes.
Desempefian una amplia variedad de funciones, siendo esenciales para el
funcionamiento celular y, por tanto, para la vida. Algunas de sus funciones son catalizar
las reacciones quimicas de nuestro metabolismo, funcidn estructural, también
participan en la respuesta inmune, etc. Las proteinas son fabricadas en la célula a partir
de la informacién genética codificada por el ADN, con la particularidad de que cada

proteina tiene una secuencia de aminoacidos distinta (Pando and Ferreira, 2007).

En este Trabajo Fin de Grado (TFG) vamos a tratar sobre la Espectrometria de Masas
(EM) y el analisis de proteinas, asi como de la relacién entre ambos. La EM es una técnica
muy empleada actualmente en el analisis de proteinas, que nos sirve para determinar el

peso molecular y la estructura quimica de las macromoléculas.

Las aplicaciones de la EM al principio se vieron limitadas debido a que solo podia usarse
con analitos termorresistentes, de bajo peso molecular (700-800 Da) y muy volatiles. En

la década de los 70 se consiguid ionizar moléculas termolabiles pero el analisis de
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grandes macromoléculas seguia siendo un problema ya que éstas se descomponian al

intentar ionizarlas (Erra-Balsells, 2004).

En los primeros afios de la década de 1980, el ingeniero japonés Koichi Tanaka se
encontraba realizando estudios en los que empleaba como analitos polimeros
(polietilenglicoles) y proteinas que mezclaba con polvo metalico (ultra fine metal
powder: UFMP); a esta mezcla le afiadia acetona que al ser introducida en la cdmara de
ionizacion se evaporaba quedando solamente el analito embebido en el polvo metalico.
Un dia, por error, en lugar de usar acetona usé glicerina, pero en vez de tirar la
preparacion la introdujo en la camara de ionizacidn y realizé el experimento antes de
qgue la glicerina se evaporara. Esta preparacién al ser bombardeada con un laser
ultravioleta de nitrégeno produjo el resultado que Tanaka estaba buscando: la
ionizacion de macromoléculas (proteinas y polimeros) (Tanaka, 2002). Estos resultados

fueron publicados en 1988 (Tanaka et al., 1988).

Coincidiendo en el tiempo, el Prof. Fenn y sus colaboradores estaban trabajando con un
método diferente de ionizacién mediante electrospray. Cuando lo aplicaron a moléculas
de proteinas, encontraron que podian obtener el peso molecular de las mismas a partir
de los iones formados a partir de ellas. Los resultados de su trabajo pionero fueron

publicados en 1989 (Fenn et al., 1989) en la revista Science.

Por el desarrollo de ambas técnicas, en el aio 2002 se les concedid el Premio Nobel de
Quimica a ambos investigadores (Griffiths, 2008), premio compartido con Kurt
Withrich, por el desarrollo de la técnica TROSY en espectroscopia de Resonancia

Magnética Nuclear (RMN) (Erra-Balsells, 2004).



The Nobel Prize in
Chemistry 2002

John B. Fenn Koichi Tanaka Kurt Wathrich

Prize share: 1/4 Prize share: 1/4 Prize share: 1/2
Figura 1

Galardonados con el Premio Nobel de Quimica 2002

El prof. Fenn tituld su discurso de aceptacién del Premio Nobel con el sugerente titulo
de “Electrospray Wings for Molecular Elephants” (Fenn, 2002), que nos ha inspirado el
titulo “El vuelo de los elefantes” para este TFG: las proteinas son macromoléculas que,

con su elevado peso molecular, se asemejan a elefantes moleculares.

Ambas técnicas, ESI y MALDI, siguen usandose en la actualidad y seran explicadas mas

adelante.
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2. OBJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo general de este trabajo es la puesta al dia del tema relacionado con la EM y

su aplicacién en protedmica.

3. METODOLOGIA

Las principales palabras clave que se han utilizado (en inglés) para llevar a cabo la
revision bibliografica del tema han sido: mass spectrometry, proteomics, review,

electrospray, MALDI.

El proceso de documentacion de este TFG se ha realizado en varias etapas. En primer
lugar, realizamos una busqueda que nos permitié una primera aproximacion al tema
objeto de nuestro estudio centrandonos en los trabajos de revision anteriormente
publicados y que nos permitié definir las palabras clave para una segunda buisqueda mas
especifica. Por ultimo, se realizé una tercera busqueda mas exhaustiva, para localizar o
intentar localizar la bibliografia citada en los articulos seleccionados que consideramos

de especial interés.

Las busquedas se realizaron en las bases de datos PubMed, SciFinder, asi como en las
paginas web de la biblioteca de la Universidad de Sevilla (FAMA), del CSIC y DIALNET

donde se ha podido encontrar documentacion en espaiol.

Una vez finalizada la busqueda bibliografica e identificados los articulos mas relevantes
para el tema de la revisidn, se procedid a una seleccién de los mismos para incluirlos en
la bibliografia de este TFG. Se han seleccionado aquellos articulos cuyo resumen se

adecuaba mas a los objetivos de la revisién.

Antes de comenzar el trabajo he asistido a un curso para orientarme y saber cémo
utilizar de forma correcta todos los recursos que hay disponibles para la busqueda de
informacién y, ademads, para aprender a usar correctamente la herramienta Mendeley

(gestor de referencias bibliogréficas).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La EM es una técnica analitica que permite estudiar sustancias muy diversas, tanto
organicas como inorganicas. Estd basada en el estudio detallado de los iones que se
forman al suministrar energia a una muestra y asi obtener informacién tanto cualitativa
como cuantitativa. Entre sus grandes ventajas se encuentran las de ser una técnica muy
rapida y de alta sensibilidad. La historia de la EM comienza con el profesor Joseph John
Thomson en los laboratorios Cavendish de la Universidad de Cambridge. Sus
experimentos con el flujo de particulas (electrones) que componen los rayos catddicos
le llevd al descubrimiento del electron en 1897, por el cual le fue otorgado el Premio
Nobel en Fisica en 1906 (Griffiths, 2008). En el afio 1912, Thomson construyé el primer
espectrometro de masas, en el cual los iones eran separados por sus distintas
trayectorias parabdlicas en campos electromagnéticos y la deteccidn era registrada por
los choques de los iones en una pantalla fluorescente o en una placa fotografica (Ayala

and De Regil, 2004).

Figura 2
J.J. Thomson y el tubo de rayos catddicos usado para realizar las primeras mediciones de la relacién m/z.
La desviacidn del electron se observaba una vez que se encendia el campo eléctrico (Ayala and De Regil,
2004)

Unos afios mas tarde, Francis W. Aston y A. J. Dempster construyeron otros
espectrometros de masas que mejoraron la resolucion y permitieron separar y probar
la existencia de isdtopos (Griffiths, 2008) . Por tanto, Thomson, Aston y Dempster

contribuyeron al desarrollo de la teoria de la EM.
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Esta técnica a partir de que se hizo comercial empezdé a ser muy utilizada para la
determinacién y caracterizacién estructural de pequefias moléculas. Hoy en dia, los
espectrometros de masas son utilizados para el estudio de muchas sustancias con alta

precisién y sensibilidad (Plascencia, 2003).

La EM es una técnica que puede usarse actualmente también para el andlisis de
macromoléculas bioldgicas, en especial para las proteinas (Erra-Balsells, 2004). Esta
técnica informa sobre el peso y férmula molecular, tanto de la molécula en si como de

las distintas unidades estructurales que la forman.

Un espectrometro de masa tiene tres componentes fundamentales: la fuente de
ionizacion, el analizador de masas y el detector. Un cuarto elemento serian las bombas
de vacio, que regulan el gradiente de vacio entre las tres partes mencionadas (Erra-

Balsells, 2004).

Introduccién
de muestra
4
’
4
4
Figura 3

Esquema general de un espectrémetro de masas

“Basicamente, en un espectrometro de masa se convierte a las moléculas (analito) en
iones gaseosos y éstos son diferenciados por el analizador segun su relacién m/z

obteniéndose asi informaciéon de su peso molecular” (Erra-Balsells, 2004).
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4.1.1. Fuente de ionizacién

En la fuente de ionizacién la muestra (analito) es ionizada generandose iones gaseosos
del analito. Las técnicas de ionizacidn cldsicas incluyen la ionizacién mediante impacto
electroénico (El), la ionizacién quimica (Cl) y el bombardeo con atomos rapidos (FAB). No
obstante, las técnicas de ionizacién mas utilizadas para el andlisis de macromoléculas

son ESI y MALDI. Estas ultimas se consideran técnicas de ionizacién suave.

4.1.1.1. ESI
ESI, es una técnica popular en EM para la ionizacidn de muestras. Para ello, la muestra
de analito se mezcla con un solvente y se hace pasar a través de un capilar de acero
inoxidable que termina en una punta muy fina. Este capilar estd sometido a alto voltaje
de manera que carga las moléculas en el solvente. A la salida del capilar la solucién se
dispersa en goticulas altamente cargadas con la misma carga. Estas moléculas, una vez
que son empujadas a través de la boquilla hacia la cdmara de evaporacion, se repelen
entre si casi violentamente debido a que las gotitas contienen exceso de cargas en su
superficie (cationes o aniones dependiendo de la polaridad del campo aplicado). Cuando
el liquido cargado sale por la punta cénica, forma una especie de menisco cénico
conocido como cono de Taylor, antes de que las gotas se separen unas de otras en un
fino spray (Fenn, 2002). Una vez que salen a través de la boquilla, las gotas en el aerosol
pasan por una serie de divisiones. Esto ocurre porque el solvente dentro de estas gotitas
se evapora gradualmente (con la ayuda de gas nitrégeno bombeado hacia la cdmara),
reduciendo el tamafno de la gota y agrupando las cargas superficiales. Cuando estos
iones son empujados, estando mas juntos entre ellos, se terminan repeliendo unos a
otros (este comportamiento es conocido como repulsidon de Coulomb), lo que hace que
las gotas se dividan en gotas mas pequeiias (The National High Magnetic Field
Laboratory, 2014). Ademas, “la repulsion de Coulomb resulta en una divergencia de sus
trayectorias para formar una “electropulverizacion” de gotas cargadas” (Fenn, 2002). En

la figura 4 podemos ver un esquema técnico de la ionizacién ESI.

El anadlisis por electrospray se puede hacer provocando una ionizacidén positiva o
negativa, depende del voltaje que le apliquemos al capilar. Con esta técnica de

ionizacion obtenemos iones multicargados.
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Una de las ventajas de este método de ionizacidn es que las moléculas se mantienen
intactas y no se rompen. Este es el motivo por el que este tipo de ionizaciéon se llama

ionizacidn suave (The National High Magnetic Field Laboratory, 2014).

Desadwation
gas (M3l

Ao heric prasse Waruurm s1ages

Manoflow capillary
tig (10 1-10 ) Tyl o ]
l'| cone ®a a
| s o B @
. s - .
a : Tl

L] o 2 8
[ o =0 .
I | =] = .
Ga..ﬂ ™ &"‘-I"‘n.g" L] i
;8 g e eTe s Ter mae
[ m [E] - L. anakyser
i‘ﬂuu o t‘
Droplet { L] [=]
formaton Direplet .
fssion
152 kW

lones multicargados
[MI™=, [M], [M]™, [M]"™"

Figura 4
Esquema técnico de ionizacidn ESI

El ESI puede utilizarse acoplado a varios tipos de analizadores como son cuadrupolo (Q),
trampa de iones (IT), Orbitrap, tiempo de vuelo (TOF), etc. asi como combinaciones de
ambos Q-TOF, Q-TRAP, TOF-TOF, siendo el mas exitoso el Q-TOF (Abian et al., 2008).

Algunos de ellos seran explicados mas adelante.

4.1.1.2. MALDI
MALDI, es un método de ionizacién que ha sido muy utilizado desde su introduccion a

finales de la década de 1980.

La muestra se tiene que disolver y luego la disolucion de la muestra se mezcla con una
sustancia matriz que se encuentra en mayor proporcion que la muestra (10.000:1). La
mezcla se deposita en un dispositivo portamuestras disefiado especialmente para este
tipo de ionizacién. Las dos caracteristicas clave que debe tener la matriz es que sea de
bajo peso molecular y que absorba facilmente la luz ultravioleta. A continuacién, hay
gue evaporar el disolvente, esto lo conseguimos con una cdmara de vacio, al eliminar el

aire de la camara el disolvente se evapora y nos quedan los cristales de la mezcla
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muestra-matriz. Tras la evaporacién del disolvente, los cristales de la mezcla muestra-
matriz se irradian con pulsos cortos de luz laser UV que desorben e ionizan las moléculas
de la muestra y la matriz, manteniéndolas en fase gaseosa (Martin and Ballesteros,

2010). Esto se puede ver esquematizado en la figura 5.

O [M+H]Y

laser

Transferencia de
protones y electrones

Evaporacion de las
moleculas de la matriz

Matriz
cristalina

Muestra

Figura 5
Esquema técnico de ionizacion MALDI

La longitud de onda del laser utilizado debe coincidir con el maximo de absorciéon de la
matriz, de manera que la matriz es capaz de absorber gran cantidad de energia a la
longitud de onda del laser y de transferirla a la muestra y finalmente es la muestra la

gue se ioniza dando lugar a iones monocargados.

Existen diferentes tipos de matrices en funcién de la naturaleza del analito y de las
aplicaciones como son matrices organicas sélidas y liquidas, liquidos idnicos y materiales
inorganicos. La matriz desempefia un papel muy importante en este tipo de técnicay
tiene dos funciones, la primera es absorber la energia procedente del laser y la segunda
es que actua como un dispersante del analito reduciendo las fuerzas intermoleculares y
disminuyendo la agregacion de las moléculas de analito (Martin and Ballesteros, 2010).
Esta matriz sirve como una especie de amortiguador entre la muestra y el laser, ya que,
si no hubiera una matriz, es decir, si la muestra hubiera sido expuesta directamente al

laser, las moléculas de la muestra se habrian roto.

Esta técnica de ionizacion se usa preferentemente asociada a un analizador TOF y a este

equipo se le denomina MALDI-TOF.
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4.1.2. Analizador

A continuacién, tenemos el analizador de masas donde los iones son separados en
funcién de su relacion m/z. El analizador clasicamente utilizaba un campo eléctrico o
magnético, o una combinacién de ambos, para afectar la trayectoria o la velocidad de
las particulas cargadas. Actualmente, ademads, se estan utilizando otros tipos de
analizadores, como son cuadrupolo, trampa de iones (IT), Orbitrap, TOF, etc. asi como
combinaciones de ellos: Q-TOF, Q-TRAP, TOF-TOF. A continuacién se explican algunos

de ellos.

4.1.2.1. Cuadrupolo
El funcionamiento de este analizador fue descrito por Paul y Steinwegen en 1953. Un
cuadrupolo consiste en cuatro barras paralelas de seccion hiperbdlica en la cara interna
a través de las cuales se hacen pasar los iones que queremos separar (figura 6).
Generalmente estas barras son de unos 15-20 cm de largo y 0.5 cm de radio, separadas
entre si unos 2 cm, a las que se aplica un potencial combinado de corriente continua y
de radiofrecuencia que crean en su interior un campo denominado cuadrupolar. Estos
iones procedentes de la fuente de ionizacién, que entran en el analizador a una energia
de unos pocos electronvoltios, son sometidos al efecto del campo cuadrupolar que los
hace oscilar y los desvia en funcién de su relacién m/z, de forma qué dependiendo del
campo eléctrico producido, solamente iones con cierta relacion m/z seran dirigidos
hacia el detector, todos los demas iones seran desviados hacia los polos. Por lo que, sélo
una pequefia fraccién del total de iones llega al detector y es monitorizada mientras que

el resto se desecha (Abian et al., 2008).

DETECTOR

Cuadrupolo

Rendija
de salida

Iones

Ién detectado

Ién no detectado

Figura 6
Analizador de masa tipo cuadrupolo
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Este analizador permite el uso combinado con técnicas cromatograficas. La principal
desventaja de este tipo de analizador es que tiene un poder de resolucién muy pequefio,
del orden de 500 a 1000, y su limitado rango de utilizacién, ya que soélo permite la

separacion de iones con relaciones m/z de hasta 1000 (Abian et al., 2008).

4.1.2.2. Orbitrap
El Orbitrap fue inventado por Alexander Makarov a finales de los afios 90. Este
analizador consiste en dos electrodos, uno externo en forma de tubo y otro interno que
es una barra en forma de huso, las paredes del cilindro que lo contienen han adquirido
esta misma forma (figura 7). Los iones son introducidos en el analizador de forma
perpendicular y dan vueltas alrededor del huso pero, ademas, también se mueven hacia
delante y hacia detrds a través del eje del electrodo central. Este movimiento podria
visualizarse como si estuviéramos bobinando un hilo en un huso convencional. En el
Orbitrap el electrodo externo esta dividido en el centro y perpendicularmente en dos
mitades, de forma que el movimiento periddico de los paquetes de iones de un lado a
otro de la cavidad induce entre estas dos mitades una sefial imagen cuya frecuencia

puede medirse para determinar la relacién m/z correspondiente.

Figura 7
Analizador de masa Orbitrap

El Orbitrap es el analizador de masas mas reciente en EM, aunque por sus caracteristicas
se ha introducido rapidamente en la protedmica. Lo interesante de este tipo de
analizador es que tiene un alto poder de resolucion del orden de 7.500 a 100.000 (a m/z

de 400) (Abian et al., 2008).

4.1.2.3. TOF
El analizador de tiempo de vuelo es el mas simple de todos. Su funcionamiento se basa

en la separacion de iones segun su relacion m/z midiendo sus respectivos tiempos de
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vuelo, es decir, el tiempo que tarda cada idn en llegar desde la fuente hasta el detector
(los iones generados en la fuente son acelerados por medio de un pulso de potencial
eléctrico). El ion mas ligero viaja a una velocidad mas alta, llegando primero al detector

(Abian et al., 2008).

Las principales ventajas que presenta este tipo de analizador son un tiempo de analisis
bastante corto con respecto a otros analizadores y, ademas, tiene un rango de masas
ilimitado, es decir, no existe limitacion en la masa de los iones que pueden ser separados

(Fleurence et al., 1999).

También presenta algunas limitaciones como son baja reproducibilidad y baja
resolucién. Si queremos aumentar la resoluciéon podemos usar dispositivos de enfoque

"

secundario llamados “reflectrones”. En teoria cuando los iones son acelerados por
medio de un pulso de potencial eléctrico todos salen de la fuente con la misma energia
cinética ya que se les ha aplicado la misma diferencia de potencial, pero en realidad esto

no ocurre asi, para corregir esto es para lo que se usan los reflectrones (Tanaka, 2002).
A. Linear time-of-flight mass spectrometer
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B. Reflectron time-of-flight mass spectrometer
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Figura 8
Espectrometro de masas con tiempo de vuelo. (A) Un sistema lineal de tiempo de vuelo en el cual
los iones generados por desorcion ldser se aceleran desde la fuente de iones hacia el tubo de
campo libre que va al detector. (B) Un sistema de tiempo de vuelo con un reflectrén de iones que
invierte la trayectoria de vuelos de los iones de manera que corrige las diferencias en la energia
cinética de los iones con la misma m/z (Ayala and De Regil, 2004)
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4.1.2.4. Q-TOF
En este tipo de analizador hibrido se combinan analizadores TOF y cuadrupolo. Usa un
cuadrupolo (cuatro barras paralelas dispuestas en forma cuadrada), una celda de
colisién y una unidad de tiempo de vuelo para producir los espectros. Los iones mas
ligeros avanzan mas rapido por el tubo de vuelo y, por tanto, van a llegar antes al

detector, determinando asi la relacion m/z de los iones (Labcompare, 2009).

Los sistemas Q-TOF permiten la obtencién de espectros de masa de alta resolucion, con

errores entre 2 y 5 ppm (Abian et al. 2008).

Q, s TOF

1) _
1)

Reflector

Figura 9
Analizador de masa Q-TOF (Aebersold and Mann, 2003)

4.1.3. Detector
Y, por ultimo, nos encontramos con el detector el cual recibe a lo iones diferenciados

por el analizador.

4.2. METODOS QUIMICOS PARA EL ANALISIS DE PROTEINAS

Inicialmente se analizaban las proteinas mediante métodos quimicos de degradacién o
marcado como, por ejemplo, la degradaciéon de Edman (1950), en la cual el residuo
amino terminal es marcado y separado del péptido o proteina sin afectar a los enlaces
peptidicos entre los otros residuos. En esta misma década, Frederick Sanger recibid su
primer Premio Nobel por determinar la secuencia de la insulina en el afio 1958 (Mann,

2016).

El método de la degradacion de Edman consiste en la eliminacién repetida uno a uno de

todos los aminodcidos del extremo N-terminal de proteinas o péptidos y su posterior
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determinacion (Hernandez et al., 2006). Para ello se hace reaccionar el extremo N-
terminal del péptido en cuestion con fenilisotiocianato (PITC) y, de esta manera, se
elimina ese extremo en forma de derivado de fenilhidantoina (PTH). A continuacion, ese
residuo N-terminal es identificado por HPLC. Este procedimiento se va repitiendo “n”
veces hasta que se ha determinado toda la secuencia (Chicano, 2011). En la figura 10 se

puede ver de forma esquemadtica todo el procedimiento.
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Figura 10
Esquema de la degradacion de Edman

Otro método para la secuenciacion de péptidos y determinacidon de la estructura
primaria de proteinas combinaba la cromatografia de gases con la EM clasica. Para ello
habia que reducir los péptidos a poliaminoalcoholes debido a su no volatilidad por su
caracter zwitteridnico. Esto se lograba convirtiendo el carboxilato del extremo C-
terminal en un éster metilico y el ién amonio del extremo N-terminal en un grupo amido.
Posteriormente se reducian todos los grupos carbonilicos presentes con LiAID4, para
marcar sus posiciones respectivas (figura 11). De esta manera se eliminaba el zwitteridon
dando lugar a un compuesto mas volatil (aminoalcohol). Esto permitia su separacién por
cromatografia de gases vy, posterior introduccién de cada fraccién en el espectrometro

de masas para producir el espectro (Biemann, 2007).
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Figura 11
Esquema de reaccién para la reduccidn de péptidos a poliaminoalcoholes (Biemann, 2007)

Los métodos descritos anteriormente se han convertido en la base de la protedmica de
hoy en dia, siendo actualmente las dos técnicas de ionizacién mas utilizadas para el

analisis de macromoléculas el ESIy el MALDI.

4.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS EN EL ANALISIS DE PROTEINAS.
PROTEOMICA

El término “proteoma” se utilizé por primera vez en 1996 para describir las proteinas
codificadas por un genoma (Wilkins et al., 1996a). De forma involuntaria el proteoma se
ha ido transformando en “protedmica”, un conjunto de técnicas al que se ha elevado al
rango de disciplina cientifica. ¢Qué es la protedmica? En esencia es el estudio, a gran

escala, de la estructura y funciones de las proteinas que integran un sistema biolégico.

El peso molecular y el punto isoeléctrico de una proteina, informacidon que proporciona
la electroforesis bidimensional, es insuficiente para su identificacidon y realmente el
punto clave para aprovechar la informacién obtenida en los geles reside en la capacidad
para identificar (y caracterizar) las proteinas de interés. Dos hechos han dado un vuelco
a esta situacioén en los ultimos anos: el desarrollo de técnicas de EM de alta resolucién

junto con el crecimiento de los bancos de datos de secuencias.
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Por tanto, y resumiendo, podemos decir que la protedmica se basa fundamentalmente
en dos pilares. En primer lugar, la separacion de las mezclas complejas de proteinas,
proceso que habitualmente se lleva a cabo mediante electroforesis bidimensional o
cromatografia liquida y, en segundo lugar, la identificacidon de las proteinas separadas

para lo que actualmente se recurre a la EM (Fernandez-Santarén, 2004).

Las primeras revisiones bibliograficas sobre este tema aparecen en los afios 1996-1997
(Wilkins et al., 1996b; Roepstorff, 1997), mientras que el nimero de articulos publicados

desde entonces ha crecido exponencialmente, como se observa en la siguiente figura.
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Figura 12
Articulos publicados relacionados con protedmica en la base de datos Scifinder
(elaboracién propia, 2018)

Inicialmente se empezé a utilizar la EM en el analisis de proteinas por la aplicacién del
método de ionizacion FAB (1981). Este método era facil de utilizar, sélo habia que ajustar
una pistola atomizadora de argdn a la fuente de iones del espectrometro de masas, esto
producia iones muy estables que eran dificiles de fragmentar (Biemann, 2007). No

obstante, el método FAB tenia una aplicacién muy limitada al estudio de proteinas.

A principios de los afios 90, de forma casi simultanea, se desarrollan dos nuevas técnicas
de ionizacidén suave, ESI y MALDI, como se ha explicado en la introduccién. Estas son las
dos técnicas de ionizacion utilizadas hoy en dia para el analisis de macromoléculas, como

son las proteinas. Gracias al desarrollo de estas dos técnicas se pudo empezar a
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investigar moléculas grandes. De hecho, no es hasta la invencidn de estas dos técnicas

que no se empieza a aplicar masivamente la EM al andlisis de proteinas.

La EM permite la identificaciéon de las proteinas, asi como la determinaciéon de su

estructura primaria, es decir, la secuencia de aminoacidos que componen las proteinas.
Una metodologia general para el andlisis protedmico es la siguiente:

1. Separacion de la muestra: la muestra de proteinas se separa por técnicas
cromatograficas o electroforéticas. Las mas utilizadas son: electroforesis
unidimensional (SDS-PAGE) y bidimensional (2-D PAGE), electroforesis capilar,
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia de afinidad,
cromatografia de exclusién molecular y cromatografia de intercambio idnico.
Actualmente la técnica mas utilizada es la cromatografia liquida.

2. Procesamiento de la muestra: consiste en la reduccién de los puentes disulfuro y la
alquilacion de las cisteinas de la proteina de interés. Esto tiene como objetivo la
desnaturalizacion de las proteinas para que asi puedan ser digeridas a péptidos
facilmente, generalmente se digieren con tripsina y, posteriormente se identifican los
fragmentos (Pando and Ferreira, 2007).

3. Espectrometria de masas (explicado en el apartado 4.1).

4. Anilisis de datos: actualmente el método mas utilizado para la identificacion de
proteinas es el mapeo peptidico (Abidn et al. 2008). Consiste en correlacionar los

espectros obtenidos con péptidos tedricos de bases de datos. Entre estas estan:

Mapeo Peptidico
Aldente www.expasy.org/tools/aldente
Mascot* WWW.matrixscience.com
Mowse www.hgmp mre ac uk/Bioinformatics/Webapp/mowse
MS-Fit www prospectorucsfedu
PepMAPPER wolf bms. umist.ac.uk/mapper/
Pepsea* WWW.pepsea.protana.com
ProFound WWW proteometrics.com

Figura 13

Bases de datos protedmica (Abian et al., 2008)
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Figura 14
Esquema del analisis de proteinas (Pando and Ferreira, 2007)

Existen varias técnicas para el analisis de proteinas, siendo las dos mds importantes las

denominadas: Bottom-up y Top-down.

4.3.1. Bottom-up

Consiste en la digestién de la muestra de proteinas generalmente mediante tripsina o a
veces digestion quimica, obteniéndose pequenos péptidos. Estos péptidos son
posteriormente separados y analizados por EM en tandem EM-EM. Para separar mezclas
complejas se acopla la cromatografia liquida con la EM o EM en tdndem (Martin and
Ballesteros, 2010). Primero obtenemos un espectro por EM de todo el conjunto de
péptidos vy, luego, seleccionamos un péptido en concreto y obtenemos un segundo
espectro con todos los fragmentos correspondientes a los distintos aminodcidos que

estan constituyendo ese péptido.

4.3.2. Top-down
En este caso el andlisis se hace sobre el conjunto de proteinas nativas intacta, sin digerir,
produciéndose la fragmentacion dentro del espectrémetro de masas (Martin and

Ballesteros, 2010).
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Figura 15
Diagramas de flujo divergentes en protedmica top-down y bottom-up. En el caso de top-down se elimina
la etapa de digestion usada en bottom-up para generar los péptidos que se analizan. Abreviaturas: LC-
MS/MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem; PTM, modificacién post-
traducional (Toby et al., 2016).

Este método supone una evidente ventaja frente al anterior, bottom-up, donde se
pierde una cantidad importante de informacion. Mediante la metodologia top-down se
obtiene informacion valiosa sobre las distintas proteoformas existentes. Estas
proteoformas han sido definidas recientemente (Smith and Kelleher, 2013) como las
“diferentes formas moleculares en las que la proteina producto de un simple gen puede
encontrarse, incluyendo cambios debidos a variaciones genéticas o modificaciones post-

traducionales (PTM)".

Por ultimo, indicar que en los uUltimos afios un conjunto de investigadores que utilizan
esta metodologia han creado el “Consorcio para la Protedmica Top-Down”

(http://topdownproteomics.org/).

4.4. APLICACIONES

La protedmica basada en EM puede aplicarse en distintas areas como, por ejemplo, en
el area de la microbiologia para la identificacién de microorganismos como bacterias u
hongos. También se utiliza para el diagndstico de enfermedades especiales ya que en

estos casos se produce una alteracion en la estructura de las proteinas. En concreto para
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estas aplicaciones suele usarse MALDI-TOF, ya explicado anteriormente (Hosseini and

Martinez-chapa, 2017).

En el caso de los recién nacidos, la EM en tandem (EM/EM) permite la identificacién de
enfermedades mediante el andlisis de una pequefia cantidad de sangre del talén

(Torres-Sepulveda et al., 2008).

La EM también estd siendo utilizada en el Proyecto del Proteoma Humano, una
iniciativa internacional tremendamente ambiciosa que trata de descifrar todas las
proteinas que se expresan en el cuerpo humano y que estdn codificadas por los 20.300
genes identificados previamente gracias al Proyecto del Genoma Humano. Este
proyecto esta gestionado por la Organizacion del Proteoma Humano (HUPO) y permitira
una mejor compresion de la funcion de las proteinas y, por tanto, avanzar en el
diagnodstico y tratamiento de las enfermedades, para después poder utilizarlo en el

desarrollo de nuevos farmacos (https://hupo.org/human-proteome-project).

El estudio del proteoma es mucho mds complejo que el estudio del genoma por diversas
razones. El genoma es estatico, mientras que el proteoma es dindmico. El proteoma de
un mismo individuo es diferente en distintas células de su cuerpo, y aunque el material
genético estd presente en las mismas cantidades, el nivel de expresidn de la proteina

gue codifica puede variar en un rango de concentracidon de uno a un millén.

Para el correcto desarrollo de cualquier proceso biolégico se necesitan proteinas que
sean funcionales y que estén presentes a una determinada concentracién en el
organismo. Variaciones, aunque sean minimas, en los niveles de expresion de algunas

proteinas pueden desencadenar un proceso patolégico (Calamia, 2018).

La correlacidn entre las proteinas, sus complejos y su estatus en una enfermedad dada
acelerara la identificacion de nuevas dianas de medicamentos que pueden usarse para

diagnosticar y tratar enfermedades.

A continuacidn, se muestra una imagen (figura 16) del cuerpo humano (mitad hombre y
mitad mujer) donde se sefialan en cada drgano las proteinas que ya se han determinado.
De las 20.055 proteinas humanas asignadas hasta ahora (neXtProt, febrero de 2016),

16.518 estan rigurosamente confirmadas, otras 2.949 son actualmente proteinas PE2-
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4 (que faltan por confirmar), mientras que las 588 restantes son proteinas PE5, y se

consideran solo hipotéticas (Baker et al.,

2017).
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Mapa de expresion proteica (Wilhelm et al., 2014)
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5. CONCLUSIONES

A pesar de la maxima délfica "condcete a ti mismo" inscrita en la explanada del Templo
de Apolo en la antigua Grecia durante el siglo VI aC, todavia no tenemos una descripcién
exhaustiva de lo que significa ser humano en términos estrictamente moleculares, es

decir: genoma + transcriptoma + proteoma + metaboloma (Baker et al., 2017).

La protedmica basada en EM es una herramienta de primera eleccién en el trabajo de
multitud de equipos de investigadores que trabajan en el estudio de los sistemas
bioldgicos y sus interrelaciones, gracias fundamentalmente al desarrollo de las técnicas

de ionizacién suave conocidas como MALDI y ESI.

La capacidad de analizar las proteinas en su totalidad, en su entorno natural, a gran
escalay de forma sistemdtica abrird (esta ya abriendo) el camino al estudio generalizado
de los mecanismos moleculares de cualquier proceso fisiolégico o patolégico, y a la
deteccion de biomarcadores de diagndstico o prondstico de cualquier enfermedad. Y el
ritmo actual con el que estan evolucionando los espectrémetros de masas nos hace
pensar que en un futuro mas préximo de lo que parece sera posible cuantificar y
caracterizar absolutamente todos los componentes del proteoma humano, en cuestién

de minutos (Vazquez, 2013).
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