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SUMMARY

The development of new ionization methods has allowed the estab-
lishment of mass spectrometry as analytical tool for the charac-
terization of biomolecules, becoming an essential technique for the
detection of modified aminv acids in natural and recombinant pro-
teins. Besides, this technique constitute a promising alternative for
peptide and protein sequencing. Here, we describe the development
of this technique in the last 20 years and the most advanced equip-
ments nowadays used for protein studies.

RESUMEN

El desarrollo de nuevos métodos de ionizacion ha permitido a la
espectrometria de masas establecerse como técnica de anélisis de
biomoléculas. Actualmente constituye una técnica insustituible para
la deteccion de aminodcidos modificados en proteinas naturales y
recombinantes y una alternativa prometedora para la secuenciacion
de péptidos y proteinas. En este trabajo se describe el desarrollo de
esta técnica en los ultimos 20 afios y la instrumentacion mas empleada
actualmente para el estudio de proteinas.

Desde la década del 50, la espectrometria de masas
(EM) era ya una reconocida herramienta en la elucida-
cion de estructuras de compuestos organicos (1), carac-
terizada por una alta exactitud en las mediciones y una
alta sensibilidad.

Sin embargo, hasta la década del 80 la contribucion
de esta técnica a la elucidacion de la estructura primaria
de las proteinas fue limitada (2, 3), pues aun para pép-
tidos pequeiios se requiere de una extensa derivatizacion
(para conferirles volatilidad) y de sucesivos pasos de
extraccion o purificacion del derivado. Estas razones,
hicieron impracticable esta técnica como via para la se-
cuenciacién de proteinas de forma rutinaria.

En los 1ltimos afios se han logrado dos avances im-
portantes que permiten la aplicacién progresiva de la
espectrometria de masas a las biomoléculas y en par-
ticular a las proteinas. En primer lugar, el disefio de

novedosos métodos de ionizacién y en segundo lugar,
la introduccion de mejoras tecnoldgicas en los anali-
zadores ya existentes.

METODOS DE IONIZACION

La introduccion de nuevos métodos de ionizacion,
que no requieren de la volatilizacion previa de la mues-
tra, fue el elemento principal que permitié la extension
de la EM al campo de las biomoléculas.

Estos métodos provocan simultaneamente, tanto la
ionizacién como la desorcién de las moléculas llevan-
do a fase gaseosa iones pseudomoleculares del tipo
(M+H)*y (M-H). Sin embargo, la energia suministrada
en estos casos genera una escasa fragmentacion del ion
molecular, en donde se observa este mayoritariamente,
razén por la que se les conoce como métodos suave de
ionizacion.

La técnica de desorcién por campo eléctrico (FD)
(4) fue la primera comercialmente disponible y consta
de un alambre fino de tungsteno (1-5 pm), previamente
activado con carbono o silicio, por formacion de mi-
croagujas, sobre el cual se deposita la muestra en solu-
cién y se somete a un alto voltaje (6-10 kV). El alto
campo eléctrico y la temperatura generados provocan la
ionizacion y desorcion de las moléculas.

Este método si bien permitié determinar, por primera
vez, la masa molecular de péptidos relativamente gran-
des sin derivatizacién alguna y secuenciar oligopéptidos
posterior a tratamientos con exopeptidasas (5) y ciclos
de degradacion de Edman (6), no demoré mucho en
quedar aventajado por otros métodos, fundamentalmente
debido a la trabajosa preparacion del filamento.
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No es hasta la introduccion de los métodos de ioni-
zacion con haces de particulas que la EM se afianza
como técnica de andlisis de biomoléculas.

En 1974 MacFarlane y col. (7) emplearon fragmen-
tos de alta energia (MeV), productos de la fisién del
251Cf, para bombardear aminoacidos libres. La fisién
del 292Cf produce dos fragmentos con energias de 80
y 100 MeV (8). En este método, conocido por desorcién
por plasma (PD), uno de los fragmentos llega a un
detector que marca el inicio de la medicion, y el otro,
generado en sentido contrario, atravieza la ldmina me-
talica sobre la que esta depositada la muestra, elevando
localmente la temperatura en el lugar del impacto, de
forma tal que ocurre la desorcién e ionizacion del com-
puesto (fig. 1A). Los fundamentos del proceso de ioni-
zacion han sido abordados en diferentes trabajos sobre
la técnica (9, 10, 11).

Se han detectado por este método moléculas de has-
ta casi 50 000 Da (12), con la particularidad de que
puede usarse papel de nitrocelulosa como soporte de
la muestra (13) entre otras matrices. Esto permite medir
directamente proteinas electrotransferidas desde geles de
poliacrilamida.

Sin embargo, se ha reportado un fenémeno de supre-
sion de las seiiales en mezclas de péptidos segiin la carga
neta de cada molécula (en dependencia de la composi-
cion de aminoicidos basicos y acidos), o sea, los pép-
tidos con carga neta positiva predominan en el espectro
de iones positivos, cuando se analizan en presencia de
péptidos con carga neta negativa y viceversa (14).

Las principales limitantes del método estin en su sen-
sibilidad, que no permite detectarcantidades de péptidos
inferiores a los cientos de picomoles (15) y en su bajo
poder de resolucidn, dado fundamentalmente por el tipo
de analizador que emplea.

De las técnicas de desorcion de iones, la que mas ha
sido empleada hasta el momento ¢s la ionizaciéon por
bombardeo con étomqs rapidos (FAB), descrita en
1981 por Barber y col(16). Esta consiste en el bombar-
deo de la muestra con datomos dc clevada energia cinética
(8-10 keV), que provoca la dispersion hacia la fase ga-
seosa de los iones moleculares preformados o de molé-
culas\neutras que son posteriormente ionizadas (fig. 1B).
El mecanismo de formacion de los iones ha sido discutido
en diversos trabajos (17, 18).

Segun algunos investigadores (19, 20) la ionizacion
por bombardeo con un haz primario neutro no fue tan
novedosa como la introduccion de matrices liquidas de
baja tensién de vapor como soporte de la muestra. La
ventaja consiste en que la superficie donde incide el haz
neutro es constantemente renovada, lo que posibilita ob-

tener iones durante un tiempo prolongado, a diferencia
de cuando se emplean matrices s6lidas, rapidamente de-
teriorables en pocos segundos.

El glicerol es la matriz mas empleada para la mayoria
de las muestras, debido a su baja presion de vapor, alta
viscosidad, buena capacidad como solvente y bajo peso
molecular (21). La hidrofobicidad de los péptidos influ-
ye en el espectro obtenido (22), de modo que se ha
considerado un grupo grande de liquidos como matriz
o como aditivo del glicerol (23, 24), tales como la tio-
glicerina (25) y una mezcla de ditiotreitol y ditioeritritol
(26, 27). Sin embargo, el empleo de matrices liquidas
trac aparejado un efecto de supresion de sefiales para
mezcla de péptidos de diferente hidrofobicidad (28, 29,
30), lo cual impide generalmente, el empleo de esta téc-
nica para andlisis cuantitativos.

Desde la introducciéon de este método se han re-
portado la caracterizacién y secuenciacion de nume-
rosas proteinas naturales y recombinantes (31, 32).
La EM se convirtid, por primera vez, en una técnica
imprescindible para la deteccién de modificaciones
postraduccionales (33, 34).

Esta técnica tiene ventajas sobre las anteriores des-
critas, por la facil preparacion de la muestra y la ca-
pacidad de producir a temperatura ambiente un espectro
de sefiales intensas y estables en el tiempo. Su prin-
cipal limitante radica en su relativa baja sensibilidad,
lo que hace que disminuya bruscamente, al incremen-
tarse la masa.

Si bien las técnicas de ionizacién por PD y FAB sur-
gieron en la misma etapa y la primera aventaja al FAB
en alcance de masas (50 000 Da vs. 20 000 Da), solo
esta ultima logré imponerse como método rutinario en
muchos laboratorios del mundo, dado entre otros facto-
res por su facil introduccion en los espectrOmetros ya
existentes. No obstante, en los ultimos 5 aiios los es-
fuerzos se han focalizado sobre disefios que permitan
incrementos de sensibilidad y de alcance de masas, lo
que ha impulsado el desarrollo de nuevos métodos de
ionizacion (tabla 1).

Entre estos métodos se encuentra la desorcién por
laser, empleada por primera vez por Posthumus y
col. (35) para el andlisis de moléculas organicas no vo-
latiles. Posteriormente se llegd a-obtener espectros de
masas de moléculas grandes relativamente neutras, como
oligosacaridos y glicolipidos, usando laser de CO, y de
Nd/YAG (36, 37).

El laser, particularmente por pulso, es una fuente ener-
gética atractiva para sustancias poco volatiles e inesta-
bles térmicamente, pues se conoce que ¢l calentamiento
rapido de la muestra lleva con preferencia, a la evapo-
racién v no a la degradacién térmica (38).
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Fig. 1. Métodos de ionizaciéon mis empleados para el estudio de biomoléculas: A) Desorcién por Plasma [PD], B) Bombardeo de dtomos
acelerados [FAB}, C) Desorcién por laser auxiliado por matriz [MALDI] y D) lonizacién por electronebulizacién [ESI].
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Este método de ionizacion es de alta sensibilidad y
la multiplicidad de las sefiales en el espectro reduce
sustancialmenie el error estadistico en la determinacion
del valor de masa, lo que hace factible mediciones de
muy buena exactitud (<0,01%).

Recientemente, se logro con ESI detectar impurezas
(mezcla de componentes proteicos minoritarios) por de-
bajo del 3% en proteinas recombinantes (58), como los
productos de degradacion de los extremos terminales N
y Cy de oxidacion de metionina, entre otras.

Una de las grandes preocupaciones durante el desa-
rrollo de estos métodos para el estudio de biomoléculas,
ha sido encontrar la via adecuada para la introduccién
de la muestra al espectrometro. Hasta el momento, la
variante mis trabajada contempla el desarrollo de inter-
fases entre la cromatografia liquida (HPLC) y el espec-
trometro, empleando fundamentalmente FAB (59, 60,
61, 62, 63) y en menor grado MALDI (46, 64) -como
método de ionizacion.

Sin embargo, una de las principales ventajas del ESI
es que, por disefio, es ya una interfase, lo que permite
la caracterizacion directa de mezclas muy complejas,
como es la de 200 péptidos enlazados a moléculas de
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC-I) (65).

Este método de ionizacién ha resultado también, de
gran interés para los estudios de estructura cuaternaria
de las proteinas, pues la energia suministrada al sistema
no parece afectar algunas interacciones no covalentes
entre moléculas. Todas estas caracteristicas posibilitan
su aplicacién en la determinacion de cambios confor-
macionales en las proteinas (66, 67, 68, 69), interme-
diarios en reacciones enzimaticas (70, 71, 72, 73), me-
canismos de inhibicion (74), formacién de complejos
enzimaticos covalentes (75) y no covalentes (76, 77,
78), entre otros muchos.

Tanto MALDI como ESI permiten la determinaciéon
facil de la integridad de las proteinas recombinantes y
la obtencién de su mapa peptidico, lo que ha posibilitado

su rdpida insercion entre las técnicas empleadas para
monitorear los procesos biotecnolégicos y los productos
asi obtenidos (79, 80).

Hasta hace diez afios el maximo valor de masa detec-
tado no sobrepasaba los 15 000 Da, sin embargo la in-
troduccidn de estos dos ultimos métodos de ionizaciéon
super6 en mas de 30 veces ese valor.

ANALIZADORES

Actualmente los espectrometros que mas se comer-
cializan tienen analizadores muy semejantes a los de
hace 20 afios, con cambios menores en su arquitectura.
Estos son los de doble enfoque, los de cuadripolo y los
de tiempo de vuelo (TOF) (81) (tabla 2).

Los analizadores de doble enfoque emplean dos sec-
tores, uno eléctrico y otro magnético (fig. 2A). El campo
magnético (B) es el encargado de enfocar el haz de iones
monoenergético (proveniente del campo eléctrico) hacia
el detector segin la relacion masa/carga: m/z=B?R?/2V,
donde R es el radio de curvatura del iman y V es el
voltaje acelerador. Por tanto, el alcance de masas de
estos equipos depende de la intensidad maxima del imén.
Los nuevos espectrometros con analizadores de doble
enfoque disponen de electroimanes muy potentes (hasta
2,3 Tesla), lo cual representa un alcance de hasta
125 000 Da al menor voltaje de aceleracion posible. Las
mayores ventajas de estos analizadores estan dadas por
su alta resolucién, su alcance de masas relativamente
alto y la exactitud de las mediciones. Sus principales
limitantes son la baja sensibilidad, el elevado costo y
sus dimensiones.

Por su lado, los analizadores de cuadripolo emplean
cuatro electrodos, generalmente de seccion transversal
hiperbdlica (fig. 2B), entre los que se establecen voltajes
de corriente directa y de radiofrecuencias (81). Para de-
terminados valores de campo y para energias de trasla-
cion menores de 100 eV, los cuadripolos funcionan
como filtros de masas de alta selectividad. Estos anali-
zadores son mas populares que los de doble enfoque

Tabla 2

Doble sector (tandem)

Triple Cuadripolo TOF (reflectrén)

Depende de V y B, 12 5000

Alcance de masas {terico) <4 000 Da Infinito (teodrico)
Sensibilidad Relativamente baja alta Alta
Resolucion alta Media / alta Baja
Acoplable a: FAB, ESI, MALDI, CL ESI, CL PD, MALDI

Generalmente permite

Secuenciacion diferenciar amino4cidos

No distingue aminoécidos No totalmente establecido

isobéricos isobaéricos
Costo aprox. > $1 500 000 o B0 ey
V-voltaje acelerados, B-intensidad de campo magnético, CL grafia liquida
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Fig. 2. Analizadores mis comunmente empleados: A) Doble sector, B) Tiempo de vuelo, C) Cuadripolos y D) Trampa de iones.
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debido a varias razones: son muy compactos, tienen alta
velocidad de barrido y de sensibilidad. Sin embargo,
comparados con los de doble enfoque, son de menor
resolucion, alcance de masas y exactitud.

Actualmente, la desventaja relacionada con el alcance
de masas ha sido superada, pues la ionizacién por ESI
permite medir directamente masas elevadas de molécu-
las multicargadas. La introduccién del método de ESI
posibilité la incorporacion de los analizadores de cua-
dripolo al arsenal de instrumentos, utilizados para el
estudio de las proteinas.

Los analizadores de tiempo de vuelo son los de ar-
quitectura mds sencilla, pues emplean un simple tubo
de aproximadamente un metro (fig. 2C), donde los iones
son resueltos por el tiempo que demoran en recorrerlo,
lo cual estd directamente relacionado con la masa de
cada ion, segin: t=a (m/z)'?2, donde a es una constante.
Estos analizadores tienen un alcance de masas ilimitado
y se caracterizan por su alta sensibilidad y velocidad de
barrido. En los ultimos afios, la resolucion de estos ana-
lizadores ha mejorado notablemente debido a la intro-
duccion de anillas reflectoras y un alargamiento en la
trayectoria Optica de los iones.

La combinacion de los distintos métodos de ioniza-
cion con los analizadores anteriormente descritos, ha
generado diversidad de espectrometros entre los que se
destacan:

a) ESI o FAB aceplado al doble sector;

b) ESI acoplado al cuadripolo

¢) MALDI acoplado al analizador TOF; con
diversas posibilidades de aplicacion.

En dependencia del problema a investigar se selec-
ciona el analizador y el método de ionizacion, teniendo
en cuenta el rango de masas, el poder de resolucion, la
exactitud en la medicion, la sensibilidad y la compati-
bilidad con otras técnicas (como HPLC), entre otros as-
pectos.

En la actualidad, s¢ ha revitalizado el empleo de
trampas iénicas como analizadores (fig. 2D), pues tiene
grandes pespectivas de uso para el trabajo con biomo-
léculas (82). Existen varias caracteristicas que hacen su-
periores estos analizadores a los anteriormente descritos,
como son: disefio mecanico muy sencillo (83), alta re-
solucién (84, 85), alta sensibilidad, compatibilidad con
los distintos métodos de ionizacién, capacidad para al-
macenar iones durante un largo periodo de tiempo (de
mseg hasta minutos) y la deteccion simultinea de todos
los iones presentes, seguido de una transformacion de
Fourier (FT-MS) de los datos.

Sin embargo a pesar de todas las ventajas mencionadas,
aln existen problemas tecnoldgicos en el disefio de estos
equipos que han impedido su comercializacion. Entre es-
tos problemas se destaca el relacionado con la manipu-
lacion de iones de alta masa molecular.

ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM
(MS/MS)

En el caso de las biomoléculas, uno de los grandes
retos estd en la secuenciacion de péptidos y proteinas.
Entre las configuraciones de equipos mds usadas con
este fin estin: la disposicién en tindem de dos espec-
trémetros de doble sector, el sistema cuadripolar triple
y las trampas de iones (86, 87, 88) (tabla 2). En general,
estos sistemas se disefian de tal forma que, en una pri-
mera etapa se selecciona el ion de interés (EM-1, fig. 3);
en una segunda etapa, este ion se hace chocar con gas
He o Ar para inducir su fragmentacion y los fragmentos
de iones asi obtenidos se resuelven en una tercera etapa
(EM-2).

En el caso de los espectrometros de doble sector, un
ion precursor P+ (fig. 3) resuelto en EM-1 y los iones
hijos que de este se deriven (f,+, f,*, f;*, etc.), al ser
generados en una region libre de campo, tienen veloci-
dades muy semejantes con diferente energia cinética.
Por ello para lograr que tanto el precursor como sus
iones hijos atraviesen el campo eléctrico y sean enfoca-
dos por el campo magnético, atendiendo a su relacion
m/z, debe realizarse un barrido simultdneo de los campos
magnético (B) y eléctrico (E) (linked-scan) (89), man-
teniendo constante la relacién B/E. El espectro asi ob-
tenido da informacion solamente de los fragmentos de
iones que se forman a partir de un unico ion precursor.
Para detectar los fragmentos (hijos) provenientes de otro
ion precursor, simplemente se selecciona otra relacion
B/E, de acuerdo a su masa molecular.

Esta técnica permite la secuenciacion completa de
péptidos de hasta 2 500 Da, de forma bidireccional (des-
de los extremos terminales N y C simultineamente),
incluso en mezclas de péptidos. La cantidad de péptido
necesaria para obtener la completa informacion de la
secuencia va desde 100 fmol hasta 1 nmol, dependiendo
de la propia secuencia del péptido, del método de ioni-
zacién y del analizador que se use.

La ruptura de un simple enlace a lo largo de la cadena
polipeptidica produce un fragmento cuya masa se co-
rresponde con la suma de todas las cadenas laterales,
ma4s el nimero de unidades aminoacidicas contenidas en
este (90). Por tanto, la interpretacion del espectro de
masas de un fragmento peptidico (de una molécula des-
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conocida) puede ser relativamente sencilla, teniendo en
cuenta que las proteinas naturales estdn compuestas por
solo 20 amino4cidos.

En la figura 4 se muestran las distintas series de iones
que se forman por fragmentacién en el entorno de cada
enlace peptidico (91). La diferencia de masas de series
consecutivas de un mismo tipo nos brinda informacién
de las masas de los aminoacidos dispuestos en un orden
secuencial (92). Ademds, a diferencia de la secuen-
ciacién automatica por degradacién quimica, permite de-
tectar e identificar modificaciones quimicas en péptidos.

La aparicién e intensidad relativa de alguna de las series
iénicas con respecto a otras depende, en gran medida, de
la propia secuencia de amino4cidos (93), de la energia del
haz de xendén (94), del gas de colisién (95) y de los com-
ponentes de la matriz, entre otros factores. La presencia
de amino4cidos bdsicos, particularmente arginina, en los
extremos terminales N 6 C del péptido incrementan la
intensidad de las series b, a, d 6 y", w, v, z, respectiva-
mente, fendmeno conocido como charge-remote fragmen-
tation- (93,96). Las seiiales correspondientes a la serie y"
por corte en el extremo terminal N de Pro y a la serie b
por pérdida de Pro, también se intensifican (97).

Por otro lado, es frecuente encontrar fragmentaciones
de las cadenas laterales (series w, v, d y m) cuando se
usa gas argén en lugar de helio (94). Igualmente se ha

P
_ P2 = P3
EM l P3 __.H
P4 =
Ps =
Fuente de
1onizacion

observado que, la adicién de 4cidos fosférico o
sulfurico a la matriz, por ejemplo, produce mejor frag-
mentacién del péptido que cuando se usa HCI (98).

En la figura 5 se muestra la secuenciacién de un
péptido a partir del espectro obtenido en un equipo de
doble sector en tindem con FAB acoplado.

En la actualidad, sin embargo, los sistemas de triple
cuadripolo se¢ han impuesto sobre los d¢ sector magnético,
por ser mucho mas baratos, mis sensibles, menos es-
paciosos y mas sencillos de operar. Por otro lado, los
espectros obtenidos con el triple cuadripolo son més
sencillos de interpretar, pues al trabajar con iones de
baja energia cinética produce menos fragmentaciones
que los de doble sector. No obstante, los sistemas
de cuadripolo tienen la desventaja de no permitir la
diferenciacién entre aminodcidos de igual masa como:
leucina/isoleucina.

Por otro lado, el empleo de FT-MS (con trampas i6-
nicas) permite excitar, con pulsos apropiados de radio-
frecuencias, un ion o grupo de iones determinado, re-
alizar la fragmentacion del péptido de interés al provocar
su colision con He o Ar y registrar los fragmentos ob-
tenidos (99). De esta forma, repitiendo esta secuencia
de pasos m veces es posible realizar experimentos de
MSr (100), de gran utilidad en la elucidacidn estructural
de compuestos.

EM-2

fi fo f3 f3 f5s
[ | [} | |

Ul
h 4
Detector

Fig. 3. Representacion esquemaética de un espectrometro de masas en tindem empleado para la secuenciacion de péptidos. P|_s denota péptidos
separados en EM-1 segun su relaciéon m/z; f|_s son los iones obtenidos por fragmentacién del péptido Pj, resueltos en EM-2.
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Fragmentos iénicos del esqueleto peptidico
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R, R, R; Ry
C. (24
b., 2 3
a, ay 3

Serie z;

‘cH-co-NH-cH-coOoH
Rs R.
Serie x:

"0=C-HN-CH-CO-NH-CH-COOH

R, R,

lones del extremo C (senes x, y*, 2)
2

y
b
2 a b,g

lones del extremo N (series a, b, ¢)

Serie b:

H,N-CH-CO-NH-CH-C=0"
R1 R2

Serie c:

+
H,N-CH-CO-NH-CH-CO-NH,
R, R,

Serie a:

+
H,N-CH-CO-NH=CH
R, R,

lones amonio:

+
H,N=CH
R

Fragmentos idnicos generados por pérdida de cadenas laterales (series d, v, w)

Serie d:
+
H:N-CH-CO-NH=CH
R, CFHz
R:(a 6 b)

Serie v:

+
H,N=CH-CO-NH-CH-COOH
Rs R4

Serie W(a,b)

+
CH-CO-NH-CH-COOH |
CH, R,

Ri(a 6 b)

Fig. 4. Fragmentaciones mas comunes de los péptidos obtenidos por disociacion inducida por colisiones.
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Recientemente se ha reportado el empleo de anillas
reflectoras en los equipos de MALDI-TOF para eliminar
la diferencia energética entre iones de igual masa. Aun-
que ha habido escasas aplicaciones (43) del método a
la secuenciacion de péptidos, este promete ser una téc-
nica de amplio uso.

Como se observa, es posible aplicar la EM con disimiles
propdsitos en el caso de proteinas, sin embargo actualmen-
te la principal dificultad consiste en que no se dispone de
un unico equipo que permita realizar todas las posibilida-
des de medicidn; sino que, segun el problema concreto a
resolver, se recurre a uno u otro espectrometro.

APLICACIONES

Las caracteristicas de los distintos métodos espectromé-
tricos de masas permiten numerosas aplicaciones de la
técnica en el caso particular de las proteinas, sean de
secuencias desconocidas o recombinantes. Existe una
estrategia bien establecida para la caracterizacion de
proteinas (101). Entre los ejemplos de aplicaciones mas
referidas en la literatura estan:

LOCALIZACION DE ENLACES DISULFURO

Los enlaces disulfuro pueden localizarse empleando
diferentes estrategias, sin embargo, el uso de la EM
(a partir de la introduccion de FAB) facilita la manipu-
lacion e identificacion de los péptidos enlazados por
puentes S-S. El primer articulo que destaca la utilidad
del FAB para este proposito fue publicado en 1985 (102);
desde entonces se ha realizado la localizacion de enlaces
disulfuro en numerosas proteinas.

Los péptidos que contienen enlaces disulfuro se de-
tectan en el espectro de masas por las seflales de m/z
correspondiente a ambos péptidos unidos y las de cada
péptido reducido. En la figura 6 se ejemplifica con el
espectro obtenido para un péptido de IFN-a que contie-
ne el puente disulfuro entre las cisteinas 1 y 98. Se
observan las seiiales del péptido original (m/z 2957.4) y
la de ambos péptidos reducidos (m/z 1313.6 y 1646.5).

DETECCION DE MODIFICACIONES POSTRADUC-
CIONALES

Posiblemente esta sea la aplicacion mds importante
de la EM en el campo de las proteinas. El conocimiento
de la secuencia de ADN que codifica para una proteina
no es criterio suficiente para suponer la sintesis correcta,
pues se conocen gran nimero de ellas que se modifican
durante o posterior a la traduccién del ARN mensajero.
Se han reportado cerca de 200 modificaciones postra-
duccionales (34), por lo que la caracterizacion detallada
tanto de las moléculas naturales como de las correspon-
dientes proteinas recombinantes es absolutamente im-
prescindible cuando se trata de 1a produccion de farmacos
para uso terapéutico (103, 104).

En estos casos, la EM juega un papel esencial pues
define directamente la estructura quimica de la modifi-
cacion. .

Una de las modificaciones mds frecuentes es la ace-
tilacion del extremo terminal N de las proteinas, lo cual
impide su secuenciacion. En la figura 6B se muestra la
deteccion del IFN-o acetilado en el grupo amino termi-
nal, por desplazamiento del valor de masa en 42 Da con
respecto al IFN normal (fig. 6A).

O
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a »
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Fig. §. Secuenciacion por EM en tdindem de un péptido de m/z 709.3 (Ser-cmC-Arg-Ala-Ser-Gln) perteneciente a la cadena ligera de un anticuerpo

monoclonal anti-IFN-a.
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SECUENCIACION DE PROTEINAS c) la velocidad de secuenciacion es mucho mayor;
d) mayor sensibilidad;

¢€) no requiere de una purificacion exhaustiva de la
muestra, por lo que permite trabajar con mezclas

Si bien existe una metodologia para la secuenciaciéon
de las proteinas por via quimica desde su extremo ter-

minal N, es también conocido que ésta no es viable en o
moléculas con el grupo amino bloqueado (105) de: peptidos (90). ; .
., Existen numerosos ejemplos de proteinas secuenciadas
La secuenciacion por EM en tindem muestra algunos por espectrometria de masas. No obstante, la EM no sus-
rasgos que aventajan a la via quimica, estos son: tituye a la técnica de secuenciacién automatica por via

a) permite la secuenciacién bidireccional de los  quimica, sino que la complementa; de modo que el uso
péptidos; combinado de ambas facilita la caracterizacion estruc-

b) permite la deteccion de aminodcidos modificados; tural de la proteina (106).

646.5

1313.6
TISH  [17-SH n

T1-S-S-17
2957.4

T e ——

| S S T T |

2909.7

AC-T]-SH T7-SH Ac-T1-S-S-T7 o
1355.7 1646.5 )

1000 1500 2000 2500 3000 m/z

Fig. 6. Espectros FAB obtenidos para un péptido obtenido por digestion con tripsina y endoproteinasa Glu-C del IFN-a humano, que contiene
el puente disulfuro entre las cisteinas 1 y 98 (péptidos T1 y T7); a) normal y b) N-acetilado.
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MAPEO PEPTIDICO

Este se realiza normalmente por HPLC en columnas
de fase inversa y constituye uno de los ensayos que se
exige a los productos farmacéuticos para definir su iden-
tidad (107).

Actualmente, la introducciéon de los métodos de ioni-
zacién por ESI y MALDI, permiten con relativa facilidad,
un andlisis mis completo de la muestra, al generar no
solo el mapa peptidico sino también, la masa molecular
de cada péptido.

DETERMINACION DEL EXTREMO TERMINAL C

Atin no existe una metodologia establecida que per-
mita la secuenciacion de las proteinas por su extremo
terminal C, aunque si se han reportado varios procedi-
mientos para la deteccion del altimo aminoicido o del
péptido correspondiente al extremo C. En el primer caso,
se detecta el aminodcido libre posterior a hidrazindlisis
(108) o tritiacion (109) de la proteina. La via enzimatica
empleando diversas carboxipeptidasas también ha sido
reportada (110), sin embargo funciona preferiblemente
en péptidos y resulta poco util para proteinas. Mientras
en el segundo caso, se detecta el péptido liberado del
extremo C, por afinidad de las enzimas anhidrotripsina
y anhidroquimotripsina (111) a los péptidos con lisina.
Otra via que se emplea, considera la funcidon de trans-
peptidacion de la carboxipeptidasa Y para marcar el pép-
tido correspondiente, luego de eliminar el ltimo ami-
noacido (112).

Otra alternativa lo constituye el empleo de agua en-
riquecida con 80 durante la digestion enzimatica de la
proteina. Esto permite la deteccion por EM del péptido
correspondiente por aparicion de una seiial con distribucion
isotopica normal (113, 114), a diferencia de la observada
para los péptidos marcados.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS

La identificacién de proteinas en extractos naturales
es extremadamente laboriosa y compleja. La EM juega
un papel muy importante en el caso de proteinas blo-
queadas en el extremo terminal N. Existen diferentes
procedimientos para lograr la identificacién, que incluyen:

1) mapeo peptidico con enzimas especificas y busqueda
en el banco de secuencias por comparacién de los
valores -de masas observados (115, 116).

2) bisqueda en el banco de secuencias a partir de
las fragmentaciones observadas en el espectro MS/MS
(117)

3) secuenciacién de un péptido interno por MS/MS,
determinacidn de la masa molecular de la proteina
intacta y busqueda de semejanza en el banco de
secuencias.

DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR DE
PROTEINAS INTACTAS CON GRAN EXACTITUD

La técnica de electroforésis (SDS-PAGE) continia
siendo la mis empleada para la determinacion de la
talla molecular de las proteinas, por su ficil instru-
mentacion en cualquier laboratorio. Con esta se alcan-
za sensibilidad del orden los picomoles y exactitud nunca
menor del 10%.

Sin embargo, la EM usando MALDI y ESI permite
realizar mediciones con sensibilidad (depende ‘del
analizador también) sub-femtomolar y exactitud de
0.1% y menos de 0.01%, respectivamente (118). En
la figura 7 se muestra el espectro ESI del IFN-a hu-
mano recombinante. Este espectro permitié demos-
trar la integridad de la proteina recombinante con
una exactitud del 0.005%.

La determinacion de la masa molecular con tal
exactitud posibilita la deteccion directa de algunas
modificaciones en la proteina intacta.

CONCLUSIONES

La instrumentacion lograda en los nuevos espec-
trometros de masas, ha colocado a esta técnica entre
las herramientas mas poderosas del quimico, para el
estudio de las proteinas naturales y recombinantes.
Entre sus rasgos mds caracteristicos estdn su alta sen-
sibilidad, alcance de masas, exactitud y amplio espec-
tro de aplicaciones.

Masa Promedio:
Calc.: 19265
Obs.:19264+1

1927.4
17522 W
z=11 2140.3
1606.4 7=9
Z=12‘k‘ ) J L i
1600 1800 2000 m/z

Fig. 7 Espectro ESI del [FN-a humano intacto. Cada seilal pertenece
a la misma molécula conteniendo un nimero de cargas creciente. La
exactitud de la medicion es de 0.005%.
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Su principal limitante esta en que no se dispone de

un sistema unico que permita todas las variantes de
aplicacion. Por este motivo, en los proximos afios se
prevé el desarrollo de equipos que combinen las dis-
tintas caracteristicas de los instrumentos actuales, ta-

1

es como: alta resolucion, buena sensibilidad, sencilla

manipulacion y posibilidades de acoplamiento con mé-
todos de extraccidon/purificacion como HPLC y electro-
forésis capilar.
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