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 RESUMEN
Se estableció el mapa peptídico para el control de calidad de la eritropoyetina humana recombinante obtenida en
las condiciones descritas en la cuarta edición de la Farmacopea Europea. Se utilizó la cromatografía líquida de alta
eficacia en fase reversa. Los péptidos resultantes de la digestión tríptica de esta eritropoyetina se analizaron por
espectrometría de masas. Se identificaron en el mapa los péptidos correspondientes a los extremos N y C, los tres
sitios de N glicosilacion y el sitio de O glicosilacion publicados para esta proteína. Con este análisis se logró la
comprobación de los puentes disulfuro y una verificación del 96,4 % de la secuencia aminoacídica.
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ABSTRACT
Tryptic map of the recombinant human erythropoietin. The peptide mapping was established in compliance
with the requirement of European Pharmacopoeia for the quality control of the raw material of human recombinant
erythropoietin produced in the Center for Genetic Engineering and Biotechnology of Havana. The tryptic peptides
were analyzed by mass spectrometry. The peptides corresponding to N- and C-termini, the three N-glycosylation
(N24, N38 y N83) and the O-glycosilation (S126) sites were identified in the tryptic map. The disulfide bonds and 96,4
% of the amino acidic sequence were verified.
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Introducción
Uno de los métodos más poderosos para la identifica-
ción y caracterización de proteínas es el mapeo
peptídico, una técnica ampliamente usada y aceptada
en la industria biotecnológica para el control de cali-
dad lote a lote. Este método consiste en la hidrólisis,
química o mediante el empleo de proteasas específi-
cas, de la cadena polipeptídica originando péptidos
derivados de la proteína. La mezcla de péptidos resul-
tantes se separa, generalmente por cromatografía lí-
quida de alta eficacia en fase reversa (rp-HPLC), para
producir un mapa que en las condiciones establecidas
es típico para cada proteína [1].

Desde finales de la década de 1970 el mapeo
peptídico se introdujo y aplicó para la verificación de
la secuencia aminoacídica de proteínas. Este método
analítico ha sido particularmente apropiado para los
productos de la tecnología del ADN recombinante
donde es imprescindible verificar que el producto del
gen clonado es idéntico a la proteína natural. Es signi-
ficativo destacar la capacidad del mapeo peptídico
para detectar una gran variedad de modificaciones
postraduccionales que pueden ser originadas durante
el proceso fermentativo o de cultivo celular y/o en las
etapas de extracción y purificación. Por tal motivo no
es sorprendente que tanto el sector industrial como
las agencias regulatorias hayan adoptado el mapeo
peptídico como el primer método para caracterizar y
liberar este tipo de productos [1-5].

La eritropoyetina humana (EPOh) es una hormona
producida en el riñón y el hígado de los adultos [6-9];
es el principal factor responsable para la regulación de
la producción de glóbulos rojos en sangre [10-14] y se
ha utilizado ampliamente en el tratamiento de pacien-

tes con insuficiencia renal crónica y de algunos tipos
de anemias [11, 15-20]. La EPOh es una glicoproteína
de 165 residuos aminoacídicos con un peso molecular
que oscila entre de 34 000 y 39 000 Da [21-24] donde
la glicosilación es responsable de aproximadamente el
40 % de la masa molecular. En su estado natural se
presenta como una familia de isoformas, también lla-
madas glicoformas, que difieren ligeramente en los
patrones de glicosilación, lo cual puede ser caracteri-
zado por las diferencias en punto isoeléctrico de las
distintas subespecies. La glicosilación es muy impor-
tante para la actividad de la eritropoyetina fundamen-
talmente porque prolonga el tiempo de vida media de
la proteína en la sangre [25, 26]. El gen de la EPOh ha
sido clonado [6, 7, 17, 19] y la hormona expresada en
cultivos de células de mamíferos [26-29]. Los mejores
resultados se han obtenido en líneas celulares deriva-
das de ovario de hámster chino (CHO) [27,30-31]. En
el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología
(CIGB) de La Habana, Cuba, se trabajó en la obten-
ción de esta biomolécula por técnicas de recombina-
ción de ADN [32], y se ha establecido un proceso
productivo con este fin.

Desde los primeros estudios de caracterización de
esta biomolécula obtenida por vía natural [33] el mapeo
peptídico se ha utilizado como herramienta indispensa-
ble para la verificación de su estructura primaria. En la
caracterización de la EPOh recombinante (EPOhr) tam-
bién se ha publicado el empleo de la digestión con Lys C
[34] y el tratamiento con tripsina [33] u otras enzimas
[35] mediante la cromatografía de fase reversa y la
electroforesis capilar acopladas a espectrometría de ma-
sas para la separación e identificación de los péptidos.
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Para armonizar los procedimientos de trabajo que
existían en diversas partes del mundo para el análisis
de la EPOh con esta técnica analítica, el Departamen-
to Europeo para la Calidad de los Medicamentos
(EDQM) condujo un estudio colaborativo para estu-
diar esta y otras técnicas usadas comúnmente en la
caracterización y liberación del producto, establecer
el estándar biológico internacional y evaluar su inclu-
sión en la Farmacopea Europea [36]. Sin embargo no
se han encontrado datos de la asignación, por
espectrometría de masas, de los péptidos obtenidos
cuando se utilizan las condiciones recomendadas por
la Farmacopea Europea [37].

El objetivo de este trabajo fue la caracterización
por espectrometría de masas del mapa tríptico de la
EPOh cuando se utilizan las condiciones recomenda-
das por la Farmacopea Europea.

Materiales y Métodos
Muestras
La EPOh se expresó en un mutante de una línea de
células de ovario de hamster chino salvaje CHO dhfr(-),
transformada con los plásmidos pKEPO y pSV2dhfr.
El proceso de cultivo se realizó en botellas de rotación
dada la dependencia de anclaje de la línea celular. La
proteína de interés se expresa de forma extracelular en el
sobrenadante de cultivo. La purificación se realizó a
través de 3 pasos cromatográficos secuenciales que in-
cluyó: una filtración en gel, un intercambio aniónico y
una cromatografía de interacciones hidrofóbicas, segui-
do de un paso de concentración diafiltración y una etapa
de purificación final en HPLC equipado con columna de
filtración en gel.

Se utilizaron 4 lotes de ingrediente farmacéutico
activo de la EPOhr así como el material de referencia
de trabajo (EPO-02-0101) preparado en el CIGB.

Desalinización de las muestras
Previo a la digestión tríptica los 4 lotes y el material
de referencia se desalinizaron utilizando una
minicolumna de filtración en gel Hi-Trap Desalting
(Amershan Bioscience, Suecia). Posteriormente se
determinó la concentración de las muestras a 280 nm
y se utilizó el coeficiente de extinción 7,43 [37]. Para
cada muestra el volumen correspondiente a 50 µg de
EPOhr se concentró a sequedad y se disolvió en tam-
pón Tris/Acético 0,1 M pH 8,5 hasta una concentra-
ción de 1mg/mL.

Digestiones Trípticas
A 50 µg de EPOhr se le adicionó 1 µg de tripsina
(Promega, USA) y la reacción se mantuvo a 37 °C
durante 18 h [37]. La digestión enzimática se detuvo
mediante acidificación a pH 2,0. Las muestras se al-
macenaron a –20 °C hasta el momento de la separa-
ción cromatográfica.

Digestión con PNGasa F
Previo a la reacción con PNGasaF (Biolab, Inglaterra)
los péptidos glicosilados colectados en la cromatogra-
fía en fase reversa después de la digestión tríptica se
secaron en una centrífuga evaporadora y se disolvie-
ron en una solución tampón de fosfato de sodio 20
mM pH 7,8. La relación enzima/sustrato fue de 5 UI

de PNGsaF por mg de EPOhr, la mezcla se incubó a
37 °C durante 4 h y posteriormente se purificó por
rp-HPLC con las mismas condiciones empleadas para
separar las digestiones trípticas.

Oxidación de los péptidos trípticos
A la mezcla de los péptidos trípticos (50µL) se le
adicionó 1 µL de peróxido de hidrógeno al 30 % y se
mantuvo a 37 ºC durante 2 h, el producto de la reac-
ción se aplicó directamente a la columna de fase reversa.

RP-HPLC
Se utilizó un sistema de HPLC equipado con una bomba
L-7100 (Merck-Hitachi, Alemania); un detector de
longitud de onda variable, un horno y un desgasificador
(KNAUER, Alemania). Se utilizó una columna de fase
reversa (C4, 25 cm x 4,6 mm, 5 µm) (Vydac, USA)
como recomienda la Farmacopea Europea. Las solu-
ciones de trabajo fueron: (A) 0,1 % de TFA y (B) 0,05
% TFA en acetonitrilo. La corrida cromatográfica co-
mienza con 0 % de la solución B que se mantiene
constante durante 10 min. De los 10 a los 125 min se
aplicó un gradiente isocrático de 0 a 61 % de la solu-
ción B. Como las soluciones utilizadas no son exacta-
mente las notificadas por la Farmacopea Europea, el
gradiente se ajustó para obtener los mismos porcenta-
jes de acetonitrilo en el tiempo y mantener así la pen-
diente del gradiente. Se aplicó en la columna todo el
volumen de la reacción. La absorbancia se registró a
214 nm, el flujo de trabajo fue 0,75 mL/min y la tem-
peratura de trabajo fue de 30 °C. La adquisición y el
procesamiento de los datos se realizaron utilizando el
programa D-7000 HPLC System Manager (Merck-
Hitachi, Alemania).

Espectrometría de Masas (EM)
Los espectros de masas se obtuvieron en un espectró-
metro de configuración híbrida ortogonal Q-Tof-2
(Micromass, Inglaterra) con fuente de ionización por
electronebulización Z-spray (ESI). El capilar de en-
trada se sometió a 3000 V y el voltaje del cono fue de
50 V. El analizador se calibró con yoduro de sodio
tomado como referencia.

Los péptidos se solubilizaron en una solución de
metanol 50% y ácido fórmico 0,1 % y se inyectaron a
un flujo de 5 µL/min utilizando una bomba de jeringui-
lla (Harvard Apparatus, USA).

Para realizar la fragmentación de los iones (Diso-
ciación Inducida por Colisiones, DIC) se introdujo
gas argón en la celda hexapolar de colisiones y la ener-
gía de colisiones se incrementó a 25-30 eV.

Resultados y Discusión
Para el desalado de las muestras de EPO la Farmacopea
Europea recomienda el empleo de microconcentradores
de centrifuga con un tamaño de poro de la membrana
de 10 kDa (Amicon, USA) o la diálisis contra el tam-
pón de reacción de la digestión. Con ambos métodos
se perdió proteína que provocaron variaciones en la
concentración de las muestras y afectaron la
reproducibilidad del ensayo. Los mejores resultados
se obtuvieron con el uso de una minicolumna Hi-trap
Desalting (Amershan Bioscience, Suecia).

Los mapas trípticos del material de referencia de
EPO-02-0101 y de los 4 lotes de MPA se muestran en
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la figura 1 (A-E), los péptidos de cada digestión fue-
ron colectados y analizados por ESI-EM, los resulta-
dos aparecen resumidos en la tabla 1.

Las masas moleculares determinadas experimental-
mente se compararon con las esperadas para cada
péptido tríptico, teniendo en cuenta la secuencia de
aminoácidos deducida del ADN clonado y la especifi-
cidad de la enzima empleada (tripsina), que hidroliza
el enlace peptídico por el extremo C de lisina (K) y la
arginina (R). Las digestiones proteolíticas se efectua-
ron en condiciones no reductoras por lo que se conser-
varon los puentes disulfuros.

Como se muestra en la tabla 1, se identificaron los
péptidos que contenían los 2 puentes disulfuros (frac-
ciones 6 y 15) cuyos valores de masas correspondie-
ron a los esperados lo que demostró su formación
correcta. También se identificó el péptido N-terminal
de la proteína (fracción 1). En ningún caso se detectó
modificación del extremo N-terminal. Sin embargo, este
péptido es muy pequeño e hidrofílico y eluye prácti-
camente con la fracción no retenida por lo que en algu-
nas ocasiones pudiera no ser detectado.

El péptido del extremo carboxilo se pudo verificar a
partir de un corte incompleto de la tripsina (fracción
15). El corte enzimático en la R162 puede afectarse
porque este aminoácido está precedido por una cisteína
involucrada en un enlace disulfuro lo que dificulta la

Fig. 1. Comparación de los mapas trípticos del Material de Referencia de la EPOhr (A) y de varios lotes de ingrediente farmacéutico activo de EPOh. B-E: lotes aprobados por
el mapeo peptídico, F y G: lotes rechazados por el mapeo peptídico que presentaron problemas durante el cultivo celular y en el proceso de purificación, respectivamente.

acción de la proteasa. El tetrapéptido del extremo
carboxilo de la proteína 163TGDR166, (figura 2) debido
a la digestión completa, tampoco fue observado en
estos lotes. Esto puede deberse a que el péptido, que
es muy hidrofílico, no se retiene en la columna C4 y
pudiera eluir con la fracción no retenida o a que no
hubo corte en la R162. Cuando la digestión es incom-
pleta, con el mapa tríptico se puede obtener mayor
información de la integridad de la molécula y en ese
caso se puede verificar si hubo procesamiento del ex-
tremo carboxilo de la proteína.

Por la forma ensanchada de los picos (7+8) y
(12+13), en el mapa de rp-HPLC del material de refe-
rencia (figura 1), se suponía la presencia en ellos de los
glicopéptidos característicos de esta proteína, por lo
que estos péptidos fueron deglicosilados con PNGasaF
y purificados nuevamente por rp-HPLC. Esta
glicohidrolasa elimina los azúcares N-enlazados a la
proteína y como consecuencia las asparaginas N-
glicosiladas se convierten en ácido aspártico. Al ser ana-
lizados estos péptidos por ESI-EM se comprobó la
presencia de los respectivos péptidos que contienen
los sitios de N-glicosilación ubicados en las Asn 24, 38
y 83 y apareció además un O-glicopéptido que se man-
tuvo intacto durante el tratamiento con PNGasaF pues
esta enzima solo reconoce a los residuos de asparaginas
N-glicosiladas. Como se aprecia en la figura 1, la forma
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Tabla 1. Anális is por ESI-EM y asignación de la secuencia de los péptidos del mapa tr ípt ico de la EPOhr. (∆ ) 
diferencia de masas entre los valores teóricos y experimen tales de las m a sas mo leculares. Los aminoácidos 
subrayados fueron veri f icados por secuenciación MS/MS (DIC).  

Fracción m /z  
experimenta l 

m /z 
 teórico 

∆  Fragmento  
#aa  ( inic ial-final)  

Secuencia  

1  440 ,24  440 ,26  -0 ,02  1-4  APPR a                                                                               

2  516 ,30  516 ,31  -0 ,01  11-14  VLER 

3  602 ,37  602 ,36  + 0,01  98-103  AVSGLR  

4  435 ,26  
587 ,19  

435 ,27  
587 ,35  

-0 ,01  
-0 ,16  

141-143  
111-116  

LFR 
ALGAQK                                                                     

5  736 ,42  736 ,42  0 ,00  15-20  YLLEAK 

6  (1+)  1615,75  
924 ,47  

1615 ,76  
924 ,48  

-0 ,01  
-0 ,01  

(5 -10 )-S-S-(155-162 ) 
132-139  

(LICDSR )-S-S-(LYTGEACR)  b                                 
T ITADTFR 

(7+8)+ 
PNGasa F  

 

(3+)  897,02  
 (2+)  915,93  
(2+)  1061,48  
(2+)  1207,35  

897 ,06  
 
 
 

-0 ,04  
 

21-45 117 -131  EAEDITTGCAEHCSLNEDITVPDTK c  

EAISPPDAASAAPLR + (NAcHex-Hex)  d   
EA ISPPDAASAAPLR +  (NAcHex-Hex-SA) d  

EA ISPPDAASAAPLR  + (NAcHex-Hex-2SA)  d        

9  898 ,47  898 ,48  -0 ,01  144-150  VYSNFLR  

10  803 ,50  803 ,50  0 ,00  104-110  SLTTLLR 

11  927 ,49  927 ,47  + 0,02  46-52  V N F Y A W K 

(12+13)+  
PNGasa F  

(3+)  787,39  787 ,41  -0 ,02  77-97  GQALLVDSSQPWEPLQLHVDK e                    

14  1573 ,80  1573 ,76  + 0,04  54-67  M E V G Q Q A V E V W Q G L  f                                            

15  (3+)  848,11  848 ,09  + 0,02  (5 -14 )-S-S-(155-166 ) (LICDSRVLER )-S-S-(LYTGEACRTGDR)  g 

16  (3+)  842,79  842 ,78  + 0,01  54-76  MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR  

 (#+) iones con 1,  2 o 3 cargas posi t ivas.  
a) Péptido N -terminal  de la EPOhr. 
b) Puente disulfuro C 7-C 161. 
c) Sitios de N -glicosilación (N 24 y N 38) ,  Puente C 29-C 3. 
d) Sit io de  O -glicosilación S 126 . 
e) Sitio de N -glicosilación (N 83 ). 
f)  Corte Inespecíf ico. 
g) Pépt ido, que cont iene el  puente de disul furo C 7-C 161 y  e l  extremo C de la proteína,  or iginado por un  corte incompleto. 

de los picos correspondientes a los péptidos glicosilados
puede variar entre los lotes y esto se debe a la heteroge-
neidad de las cadenas de oligosacáridos y las diferencias
que pudieran existir entre los lotes de MPA. El mapeo
peptídico, basado en la separación en rp-HPLC, no
aporta información sobre el grado de glicosilación y las
isoformas de la proteína, con este objetivo se le realizan
otros análisis como la determinación del contenido de
ácido siálico [38] y el isoelectroenfoque [39] o la
electroforesis capilar [37].

Los aminoácidos subrayados en la figura 2 no pu-
dieron ser verificados debido a que en la digestión
tríptica se originaron dipéptidos y aminoácidos li-
bres que no se retuvieron en la columna de fase reversa
y no fueron medidos. Esto representó solamente el
3,6 % de la secuencia aminoacídica de la EPOhr que
no pudo ser verificada. Este problema quizás pudie-
ra eliminarse si se utiliza una columna C8 o C18, para
la separación de los péptidos trípticos; en lugar de
utilizar una columna C4 como recomienda la
Farmacopea Europea.

En la caracterización de la EPO tanto natural como
recombinante ha sido utilizada la digestión tríptica
[33, 36, 37]. Las condiciones de reacción y de sepa-
ración de los péptidos han sido diversas, en algunos
casos se ha combinado la digestión con otras proteasas
o se ha utilizado en la caracterización de la
glicosilacion de la proteína, por lo que no puede rea-
lizarse una comparación de los resultados obtenidos
en el laboratorio del CIGB con los registrados. En el
estudio colaborativo [36] para el establecimiento del
estándar internacional de la EPOh se publicaron los
resultados de los mapas trípticos realizados por 15
laboratorios en condiciones similares a las que se
establecen en la Farmacopea Europea; los perfiles
cromatográficos obtenidos en este trabajo resultaron
muy parecidos a los del estudio colaborativo. Sin
embargo, en este estudio no aparecen las asignacio-
nes de las secuencias de los péptidos obtenidos por
lo que el análisis comparativo de los perfiles
cromatográficos de las muestras y su corresponden-
cia con el material de referencia sólo constituye un
método de identificación de la proteína, mientras que
la asignación de la secuencia a cada péptido del mapa
tríptico, mediante la espectrometría de masas, per-
mite además obtener información de la estructura
primaria de la proteína.

En este mismo estudio un laboratorio notificó que
para el mapeo de la EPO era mejor utilizar la
endopeptidasa Lys-C debido a que se obtienen resulta-
dos más reproducibles. En el laboratorio del CIGB tam-
bién se han obtenido buenos resultados con el empleo
de endopeptidasa Lys-C (datos no mostrados). La ven-
taja de la digestión con endopeptidasa Lys respecto a la
digestión con tripsina es que en el mapa se logra la

Fig.2. Secuencia de aminoácidos de la EPOh. Se señalan los
puentes disulfuros, los tres sitios de N-glicosilación y el sitio de
O-glicosilación (en rojo y con mayor puntaje). Se subrayan las
regiones no verificadas de la secuencia.

34. DePaolis AM. Characterization of
erythropoietin dimerization. J Pharm Sci
1995;84(11):1280-4.

35. Choi D, Kim M, Park J. Erythropoietin:
physic and biochemical analysis. J Chrom
1996;B 687:189-99.

36. Bristow A. Collaborative study for the
establishment of a biological reference
preparation for erythropoietin. Pharmeu-
ropa Special issue 1997; BIO:97-2.

37. The Directorate for the Quality of Me-
dicines of the Council of Europe (EDQM).
Erythropoietin concentrated solution. In:
European Pharmacopoeia (Fourth edi-
tion). Strasburg: Council of Europe; 2001.
1123-8.

38. Bhavanandan VP, Sheykhanazari M.
Adaptation of the periodate-resorcinol
method for determination of sialic acid to
microassays using microtiter plate reader.
Anal Biochem 1993; 213:438-40.

39. Monograph for erythropoietin con-
centrated solution of European Farmaco-
poeia. Pharmeuropa 1996;8:371-7.
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identificación sin ambigüedades de los péptidos corres-
pondientes a los extremos N- y C- de la proteína. El
inconveniente del uso de endopeptidasa Lys-C está en
el hecho de que la EPO sólo presenta 7 residuos de
lisina en su secuencia, por lo que se obtienen péptidos
muy grandes como producto de la reacción.

Con el mapeo tríptico establecido se detectaron cam-
bios en la estructura de varios lotes que presentaron
problemas durante el proceso productivo. La figura 1
(F y G) muestra 2 lotes afectados donde se observaron
cambios significativos en el mapa tríptico. Al compa-
rarlos con el mapa tríptico del MR EPO-02-0101, se
detectaron alteraciones fundamentales en los péptidos
glicosilados (Fig. 1F) aunque también se observó la des-
aparición o el corrimiento de los péptidos 11 (en ambos
lotes) y 16 (Fig. 1G) y por estos motivos fueron recha-
zados por este análisis. Se pudo comprobar mediante
un análisis de traceabilidad que ambos lotes presenta-
ron alteraciones durante los procesos de cultivo (Fig.
1F) y de purificación (Fig. 1G).

Entre las modificaciones químicas más frecuentes
en las proteínas se encuentra la formación de residuos
de metionina sulfóxido. Esta modificación se origina
mediante un proceso oxidativo cuando la metionina
incorpora un átomo de oxígeno en el átomo de azufre
de su cadena lateral. Esta modificación puede originar-
se tanto in vivo como in vitro durante los procesos de
purificación y/o almacenamiento [40].

Con el objetivo de demostrar que el mapeo
peptídico es capaz de detectar esta modificación, la
mezcla de los péptidos trípticos del material de refe-
rencia se oxidó con peróxido de hidrógeno y se obtu-
vo el mapa tríptico (Fig. 3A). Al comparar este mapa
tríptico con el obtenido para el material de referencia
(Fig. 3B) se observó el corrimiento de varias fraccio-
nes hacia tiempos de retención inferiores. Este resul-
tado está en concordancia con el hecho de que
péptidos con residuos de metionina sulfóxido son
más hidrofílicos que sus homólogos que poseen la
metionina intacta [41].

Las fracciones que disminuyeron sus tiempos de
retención (Figura 4A) con respecto al material de
referencia (Figura 4B) fueron analizadas por ESI-MS
y los valores de masas de las señales observadas
(Figuras 5B y D) fueron superiores en 16 Da con
respecto a los valores de masas esperados (Figuras
5A y C) para los péptidos tripticos que eluyen en
esas fracciones. Esta diferencia de masa concuerda
con la adición de un átomo de oxígeno a la secuencia
de los péptidos 54Met-Arg76 y 54Met-Leu67 que son
los únicos generados durante la digestión tríptica que
contienen el único residuo de metionina de la secuen-
cia de la EPOhr.

Para confirmar la presencia de oxidación se obtuvo
el espectro ESI-MS/MS del péptido 54Met-Arg76 (m/
z 848.10, 3+) (Figura 5). Todos los fragmentos del
extremo N (series b5-b22) que contienen los residuos
de metionina incrementaron su masa molecular aproxi-
madamente en 16 Da con respecto a los valores de
masas esperados para el péptido no modificado. Por
el contrario, todas las series del extremo C (y”1- y”15)
fueron detectadas a los valores de masas esperados.
Este resultado demostró que el átomo de oxígeno fue
incorporado en el extremo N del péptido donde se
encuentra el residuo de metionina.

Fig.3. (A) Mapa tríptico de la EPOhr después de la oxidación con peróxido de hidrógeno. Se señalan con
una flecha los péptidos que se corrieron en el mapa. (B) Mapa tríptico de la muestra de EPOhr sin oxidar.

Fig.4. (A) y (C) Espectros ESI-MS correspondientes a las distribuciones isotópicas teórica de los péptidos
54Met-Arg76 y 54Met-Arg67 respectivamente. (B) y (D). Las regiones ampliadas de los espectros ESI-MS
de los péptidos 54Met-Arg76 y 54Met-Arg67, respectivamente, después del tratamiento con peróxido de
hidrógeno.
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También otras señales minoritarias, indicadas con
asteriscos en el cromatograma de la mezcla de
péptidos trípticos tratados, (Figura 3A) disminuye-
ron sus tiempos de retención por lo que probable-
mente fueron modificadas durante el proceso de
oxidación. Durante su análisis por espectrometría de
masas no se detectaron señales quizás por las canti-
dades inferiores con respecto a otras fracciones del
mapa tríptico y por las pérdidas ocasionadas duran-
te el secado de la muestra.

Además se observó una nueva fracción, marcada
con un círculo negro (Figura 3A), que no había sido
detectada con anterioridad en el mapa tríptico del MR
EPO-02-0101 (Figura 3B). En su análisis por ESI-MS
se detectó una señal de doble carga de m/z 808.36 que
fue secuenciada por ESI-MS/MS; se demostró que
contenía a los péptidos 5L-R10 y 155L-R162 enlazados
mediante el puente de disulfuro que une a las cisteínas
7 y 161. Se tiene la certeza que esta fracción no se
originó por un proceso oxidativo sino por un corte
más completo de la enzima al incubar la mezcla de

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

mass

100

%

0

1642,82
b15

b14

1571,81

y”15

b17

1869,02
b19

b20b18

1956,01

1957,14

2156,22

b21

2255,27

2256,16

b22

2542,37

2524,39

2506,36

y”14

b13

b16

1458,71

1755,91

2543,56

1982,11

971,59

900,55

787,47

674,38

587,35

458,31

387,27

288,20

175,12

1854,05

1783,01

1683,94

1554,90

1455,83

1269,75

1141,69

1084,67
1442,67

1555,76

1626,80

1739.88

1852,96

1940,00

2069,04

2140,07

2239,14

2352,23

843,40

972,45

1071,51

1257,59

1385,65

y”4

y”5

b5

b10

b7

b8

y”7

387,29

587,37

458,32

674,40

y”6

b6

787,50

y”9

y”8

b9

900,57

971,61

1087,54

y”10

y”11

1269,80

1273,60

1401,66

b11

y”12

b12

y”13

y”3

y”1

y”2
175,12

159,09

288,21

(series y” )n

(series b )n

Q A V E V W Q G L A L L S E A V L R

R L V A E S L L A L G Q W V E

54Met* - Glu Val- - Gly -Gln Gln Ala Val Glu
-

Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg76- - -

Fig. 5. Espectro ESI-MS/MS del péptido 54Met-Arg76 oxidado. Los valores ubicados encima de la secuencia del péptido analizado se corresponde con los valores de masas
teóricos de los iones fragmentos N-(bn) y C-terminales (y¨n).

péptidos con peróxido de hidrógeno durante 2 h adi-
cionales en presencia de la tripsina.

Conclusiones
Se estableció el mapeo peptídico con las especificacio-
nes de la Farmacopea Europea para el control de cali-
dad de la EPOhr producida en el CIGB. Se caracterizaron
por espectrometría de masas los péptidos obtenidos en
el mapa tríptico y se verificó el 96,4 % de la secuencia
aminoacídica. Se logró una buena reproducibilidad en
los perfiles cromatográficos lo que demuestra la consis-
tencia en el proceso productivo y se pudo comprobar
que el mapeo peptídico establecido puede detectar una
de las modificaciones más frecuentes en las proteínas
como es la oxidación de la metionina. Se comprobó la
formación correcta de los 2 puentes disulfuros de la
EPOhr, la N-glicosilación en las asparaginas 24, 38 y
83, así como la O-glicosilación en la serina 126 y los
extremos amino y carboxilo de la proteína. Desde hace
dos años el mapeo peptídico establecido se utiliza en la
liberación de los lotes de MPA de EPOhr.
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