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UMA: Unidad de masa atémica.
UPLC: Ultra performance liquid chromatography
uv: ultravioleta
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RESUMEN

La identificacion de proteinas es un campo de alta demanda debido a que aunque
la obtencion de los genomas de varios organismos ya ha sido obtenida, aun se
hace necesario responder cuestiones como son la identificacion de los genes que
codifican a proteinas de interés, saber si la secuencia de aminoacidos deducida a
partir del genoma conduce a la actividad biologica predicha, conocer si la
presencia de la proteina es la misma en cantidad y especie en diferentes
condiciones fisiolégicas o patolégicas, describir si la posible presencia de
modificaciones post-traduccionales tiene implicaciones sobre la regulacion en la
actividad bioldgica de la proteina para asi tener un marco sobre la calidad en
productos bioterapéuticos o nuevos biofarmacos. Es por esto que ha habido un
impulso profundo al avance en tecnologias para la identificacion y andlisis de

proteinas.

La cromatografia de liquidos acoplada a la deteccién por espectrometria de masas
es una tecnologia que ha mejorado, que proporciona informacion sobre el peso
molecular de la proteina y su abundancia relativa en la muestra analizada, que
supera a otras técnicas, ya que permite el analisis de mezclas complejas de
proteinas, debido a que con la cromatografia de liquidos se separan los
componentes de la mezcla en base a sus caracteristicas de hidropatia, lo que
permite una previa separacion y disminucion de la complejidad de la muestra para
posteriormente pasar al analisis por espectrometria de masas y asi ayuda

notoriamente a industrias como la biofarmacéutica.

En el presente texto se revisan los fundamentos de la técnica de cromatografia de
liquidos con énfasis en la cromatografia de liquidos de alta resolucién, asi como
una de las técnicas de deteccion de la separacion cromatografica, la
espectrometria de masa y su aplicacion en la deteccion de proteinas en mezclas

complejas. Es una tecnologia sensible, de alta precision y robusta.
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INTRODUCCION

1. Importancia de la identificacion de proteinas.

La secuenciacion completa del genoma humano llevé a un gran interés en la
comunidad cientifica en el manejo de técnicas de alta tecnologia relacionadas con
biologia molecular y el analisis de datos. Pero a pesar de que ya se conoce el
genoma no solo del humano (1) sino alrededor de 200 organismos mas se
desconoce cuantos de estos genes codifican para proteinas. Se estima que hay
aproximadamente 20,000-25,000 genes que codifican para proteinas en el
humano (2,3).

Ademas, se desconoce si una secuencia de nucledtidos dada en realidad esta
codificando para una proteina con la funcion asignada y para proteinas conocidas
se desconoce su regulacion y participacion en los diferentes procesos fisioldgicos
y patoldgicos de un organismo. Por lo que la identificacion de las proteinas asi
como su caracterizacion se hacen necesarias. La protedmica como se denomina a

este campo de estudio es un campo de intensa investigacion actualmente.

Antes de comenzar con las técnicas de separacion e identificacion de proteinas se

revisara brevemente lo que son las caracteristicas de las proteinas.

Las proteinas son moléculas complejas formadas por la union de varios
aminoacidos. Cada aminoacido consiste de un atomo de carbono central y quiral
unido a un grupo amino, a un grupo carboxilo, a una cadena lateral y un
hidrégeno. Hay 20 posibles diferentes aminoacidos en una proteina, cada uno de
ellos con caracteristicas de tamafio, carga e hidrofilicidad distinta. Estos
aminoacidos se encuentran unidos por enlaces tipo amida entre el grupo carboxilo
de un aminoécido y el grupo amino del siguiente, un tipo de enlace al que se hace

referencia como “peptidico”; asi entonces el polimero de aminoacidos es una
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secuencia compleja que varia en composicién, longitud y la posicion de los
aminoécido en el polimero, pero también este polimero presenta variaciones en su

conformacion en el espacio (4).

Existen 4 niveles de estructuracion de las proteinas. La estructura primaria se
refiere a la informacion de la secuencia de aminoacidos que hay en el polimero,
asi como la longitud que va a tener (Figura 1), es sumamente importante ya que
es la base de cdmo se conformara en el espacio. La estructura secundaria es el
acomodo espacial del esqueleto, que se mantiene por puentes de hidrégeno y
estabilizado por contactos de corto alcance en segmentos continuos de la cadena
de aminoacidos, los dos tipos mayoritarios de estructura secundaria en las
proteinas son los plegamientos de hojas B y las a hélices, en el primer tipo la
cadena polipeptidica esta casi totalmente extendida y forma puentes de hidrégeno
entre una o mas hebras 8 y asi formar hojas-8, mientras que en el plegamiento de
a-hélice la proteina se enrosca en un apretado cilindro de dimensiones de 3.5
aminoéacidos por vuelta, en promedio. Esta estructura también se caracteriza por
asas y giros que ayudan al acomodo de la estructura primaria a través de

interacciones no covalentes (5).

La estructura terciaria describe todo el plegamiento de la cadena polipeptidica y
gue en general, depende de los enlaces de hidrégeno, i6nico, hidrofébicos vy
puentes disulfuro. En las proteinas solubles en agua, los aminoacidos hidrofébicos
se encuentran orientados preferentemente hacia el interior de la proteina, mientras
gue en la superficie se encuentran los aminoacidos hidrofilicos, caso contrario a
las proteinas membranales. Lo mas importante en la estructura terciaria es que la
proteina tiene funcion bioldgica. Y finalmente, la estructura cuaternaria se refiere a
la asociacion especifica de cadenas polipeptidicas para formar un complejo de
multiples subunidades y este tipo de estructuras llegan a tener dominios que son,
a menudo, seleccionados evolutivamente porque poseen una funcion bioldgica;

por ejemplo, "el domino de unidn a calcio de calmodulina”.


http://es.wikipedia.org/wiki/Selecci%C3%B3n_natural
http://es.wikipedia.org/wiki/Calmodulina
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El dominio en una proteina se refiere a una combinacion especifica de elementos

estructurales secundarios (como los hélice-giro-hélice) (4).

A -Lys-Ala-His-Glv-Lvs-Lvs-Val- Leu-Glv-Ala- < Estructura primaria: Secuencia
de aminoacidos de una cadena
B

polipeptidica.

t

I

Estructura terciaria: Funcion
biolégica, conformacioén en el

espacio. €j. (cadena 3 de Estructura cuaternaria: las cuatro
hemoglobina )

ensambladas en una proteina
oligomérica.Hay subunidades y
dominios.

cadenas separadas de la hemoglobina

Estructura secundaria: a-hélice, B plegadas,
giros,asas,interacciones puentes de hidrégeno

Figura 1. Niveles de estructuracién de las proteinas. Tomado y adaptado de (6) y

(7).


http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9lice-giro-h%C3%A9lice
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La forma mas simple de la estructura cuaternaria es un homodimero, que consta
de dos subunidades idénticas. Como se mencion6 anteriormente existen proteinas
gue forman dominios siendo un dominio un subconjunto de la estructura terciaria.
Puede aparecer en proteinas globulares o fibrosas y puede aparecer en
polipéptidos que ademdas adquiren luego estructura cuaternaria, pero no es
requisito. Algunos ejemplos de proteinas con estructura cuaternaria son:

mioglobina y hemoglobina (4).

Adicionalmente, las proteinas pueden contener modificaciones que le permiten
comportarse de manera especifica en un ambiente o condicién fisiolégica; o bien,
estas modificaciones pueden tener implicaciones en la actividad de la proteina
dependiendo de la funcion para la cual la proteina fue desarrollada, refiriéndonos

en este caso a una proteina recombinante disefiada por ingenieria genética.

Asi entonces, identificar una proteina es importante para disponer de informacion
complementaria sobre su estructura y posteriormente con otro tipo de técnicas

conocer su funcidén biolégica para realizar tratamientos en enfermedades (8).

Para el estudio de la abundancia o localizacion de las proteinas en situaciones de
estrés, presencia de cancer o en alguna otra condicion fisiolégica o metabdlica se
dispone de técnicas analiticas por ejemplo: electroforesis cuantitativa
bidimensional (2DGE “two-dimensional gel electrophoresis”), ELISA (“Enzyme
linked immunoabsorbent assay”), espectrometria de masas (MS), entre otras.
Técnicas acopladas a diferentes tecnologias que pueden separar una cantidad
abundante de componentes moleculares o son compatibles con protocolos a
microescala o bien se llevan a cabo con procesos automatizados como las
técnicas de cromatografia de gases o liquidos (9). El uso de estas ultimas técnicas
se ha incrementado en todo tipo de industrias, incluida la industria biofarmacéutica
por sus ventajas y su especificidad de identificacién por ejemplo, el método de

ELISA que se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado en fase solida
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mediante el uso de anticuerpos. Con esta técnica es posible analizar una cantidad
importante de muestras a la vez, pero es necesaria la generacion de anticuerpos
de alta calidad para identificar de manera inequivoca y certera a las proteinas, lo
gue reduce sus aplicaciones. Se ha usado esta tecnologia para la identificacion de
proteinas a través de la deteccién de péptidos derivados de una digestion de la
muestra con tripsina, esto a través de utilizar una variante de la técnica de ELISA
que se denomina PeptidoMatrix y que ha ayudado a diferenciar a células que
expresan o no a ciertas proteinas (10,11). El identificar a una proteina en cierto

sitio en una célula abre un campo de trabajo en investigacion.

Con la técnica de 2DGE las proteinas son separadas electroforéticamente,
primero en base a su punto isoeléctrico (pl) y posteriormente por peso molecular
(PM); una vez visualizadas las proteinas con ésta técnica pueden ser sujetas o0 a
un proceso mas de separacion, protedlisis o también pueden analizarse
inmediatamente a través de MS. A pesar de su excelente resolucion y de haber
sido sujeta a varias mejoras, la 2DGE alun es una técnica poco reproducible,
probablemente por los numerosos pasos en los que el operador interviene y
porque, ademas, implica tiempos largos para la obtencién del resultado. Asimismo,
la 2DGE tiene limitantes como no resolver adecuadamente a proteinas muy
pequefias 0 muy grandes, asi como tampoco a las muy hidrofébicas o bien a las

gue presentan pl extremos (11,12).

En contraste, la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC por
sus siglas en inglés *high performance liquid chromatography”) acoplada a la
técnica de MS, resulta mas flexible ya que permite la combinacion de diferentes
técnicas de separacion en donde las muestras pueden ser etiquetadas y
modificadas antes, entre o después del paso de separacion, ademas de que
pueden ser programadas multiples corridas de manera automatica, con la ventaja

de una resolucion comparable a la técnica 2DGE (12).
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En este trabajo se coloca a la cromatografia de liquidos y en particular a la
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon como una técnica de eleccion para la
separacion de proteinas y como componente esencial para la identificacion de
proteinas en una muestra. El acoplamiento de ésta a otra técnica analitica muy
sensible como la espectrometria de masas, (HPLC-MS) resultan en una
herramienta Gtil no solo en laboratorios de investigacion, sino también para el
diagnéstico y evaluacion de compuestos toxicos o farmacos y otros compuestos

de interés tecnologico.
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2. Prote6bmica e identificacion de proteinas

El término “Proteoma” fue usado por primera vez por Wilkins et al. (1996) para
describir el conjunto de proteinas que se expresan a partir de un genoma en un
momento dado. ElI Proteoma es un elemento altamente dindmico, cuyos
componentes varian en un organismo, tejido, célula o compartimento subcelular,
como consecuencia de cambios en su entorno, situaciones de estrés,
administracion de drogas, sefales bioquimicas o0 su estado fisiolégico o

patolégico.

Actualmente la protedmica puede ser definida como la comparacion cualitativa y
cuantitativa de proteomas bajo diferentes condiciones para dilucidar un proceso
biolégico. Un proteoma puede consistr de mas de 10° proteinas con
concentraciones que varian por un factor de 10° dependiendo de la naturaleza de
la muestra. Ademas, los proteomas son sistemas altamente dinamicos donde la
sintesis, degradacion y modificacibn cambian de manera constante en respuesta a

estimulos tanto internos como externos.

La protedmica requiere de técnicas para la separacion, deteccion y analisis de
proteomas completos. La técnica de espectrometria de masas (MS) es utilizada en
el estudio de proteomas para la identificacion de proteinas como parte de la
investigacién bioquimica en la busqueda de una proteina en particular o bien
varias de ellas, debido a que esta técnica ofrece un amplio concepto para el

trabajo continuo con un alto grado de certeza, identidad y deteccion en serie.

También, es una técnica ampliamente utilizada en el campo de la biotecnologia
como método de control de calidad de la produccion de proteinas recombinantes y
otras macromoléculas (9,13) debido a que la técnica de HPLC-MS esta abalada
para mantener parametros y limites que otorgan confiabilidad en los resultados y

analisis.
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Sin embargo, en ambos casos y como parte inherente del analisis MS, la
preparacion de la muestra previo a su introduccion al equipo es de suma
importancia ya que partimos de un tejido o cultivo célular que representan una
mezcla compleja de analizar. Habitualmente la preparacion de la muestra implica
una digestion por protedlisis (Figura 2.), que generalmente se realiza usando a la
enzima tripsina, la cual corta por el extremo carboxilo de los aminoacidos lisina y

arginina, excepto cuando se encuentra prolina como aminoacido subsecuente.

Célula o Tejido

l Homogeneizacion

Mezcla compleja
de proteinas

Separacion: l
2DGE o HPLC
Proteinas individuales Digestion
0 en grupo
Péptid Mezcla de
epTIdos peptidos
Analisis l
de MS
Datos MS

l

Identidad de proteinas

Figura 2.Representacion esquematica del proceso que siguen las muestras

bioldgicas para el analisis protedmico (6).

Ademas, como la MS proporciona el peso molecular de las proteinas que se ha

seleccionado con la protedlisis en la preparacion de la muestra, la técnica MS
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después de llevar a cabo la ionizacion selecciona especificamente a los
compuestos con cierta carga y con cierto peso por eso es el método de eleccidon
para la deteccion y caracterizacion de modificaciones postraduccionales y con el
potencial de identificar cualquier modificacion covalente que altere la masa de la
proteina, modificaciones que funcionan para regular la interaccion proteina-

proteina, la actividad y/o expresion de proteinas (9).

De manera comun, previo a que se conociera esta técnica para el andlisis de
proteinas por MS se inici6 con la electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida (2D PAGE) que sigue siendo muy utlizada hasta la fecha,
principalmente debido a su bajo costo y a la disponibilidad de los equipos en los
laboratorios. Es la herramienta mas empleada para el analisis global y la
separacion de los componentes del proteoma. Dicha técnica permite la separacion
de cientos o miles de proteinas (“spots”) en un unico gel, mostrando un patrén
caracteristico. Otro de los métodos que se usan de manera comun para la
separacion de proteinas de una mezcla es la técnica de HPLC, en las diferentes

versiones de esta técnica. Ambas técnicas se describiran mas adelante.

Posteriormente al fraccionamiento de la muestra proteica se realiza su
identificacion por espectrometria de masas (Figura 3 y 4). El proceso de
identificacion en resumen ocurre tras la separacion de iones, el analisis y la
deteccidn para posteriormente a través del método Peptide Mass Fingerprinting en
donde por coincidencia entre la base de datos que se encuentra en el
espectrometro con los péptidos identificados por la técnica de MS en la base de

datos del software.

10
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Figura 3.Representacién esquemética del proceso que siguen las muestras

biolégicas para el analisis en el equipo después del andlisis protedmico (34).

El fraccionamiento de proteinas es un punto clave en el proceso de identificacion,
ya que dependiendo de la separacion, el nUmero de péptidos producidos puede
ser importante y su abundancia relativa determinara el que se tenga suficiente
informacion para identificar a la proteina que se busca. La preparacion de la
muestra es crucial para la identificacion de la proteina y, por tanto, hay que
concentrar al analito y eliminar los compuestos que pueden causar iones de
fondo. Asi, el acoplamiento a otras técnicas que aclaren, concentren y separen a

las distintas proteinas de la muestra se hace necesario.

Las dos técnicas que mas se han usado para la separacion de proteinas antes de
realizar el andlisis por MS son la electroforesis en 2 dimensiones y la
cromatografia de liquidos.

11
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Una de las técnicas mas usadas para la separacién de proteinas de una mezcla
actualmente, es la técnica de electroforesis en gel y que se realiza en dos
versiones, en una o en dos dimensiones. Su popularidad se debe a que es una
técnica de uso rutinario para la separacion y caracterizacion de proteinas de
manera individual y que ademas en su version en dos dimensiones presenta una
alta resolucion, con una capacidad de resolver hasta 5000 proteinas. Por otro

lado resulta, ser una técnica barata (14).

En cuanto a la técnica, la version de electroforesis en una dimensién separa a las
proteinas en base en las diferencias de peso molecular. Mientras que en la
version de la electroforesis en dos dimensiones, clasica (método de O’Farrell), se
realiza una primera separacion de las proteinas debido a su punto isoeléctrico, y
qgue en el caso de la tecnologia desarrollada para el analisis de proteomas el gel
presenta un gradiente inmovilizado de pH, después se separan a las proteinas en
un segundo gel en base a su peso molecular (gel que contiene dodecil-sulfato de

sodio).

Posteriormente, las bandas para el caso de la primera dimensién o los puntos o
manchas para el caso de la 2DGE que son visibles en el gel después de su
tincion (con azul de Coomasie, syproruby o con plata) son sometidos a una
digestion con tripsina, los péptidos obtenidos son separados mediante HPLC o

bien directamente analizados por espectrometria de masas (12, 15, 16).

Una parte importante de la identificacion de proteinas mediante 2DGE-MS es que
los puntos 0 manchas de proteina sean visibles después de que el gel sea tefiido,
para ser identificados subsecuentemente por MS. Por lo que no es el método de
eleccion cuando se tienen proteinas con pobre representacién en la muestra. Tal
es el caso de, los factores de transcripcion, que sin embargo tienen gran

relevancia en la fisiologia de la célula. Tampoco es conveniente cuando las

12
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proteinas tienen pesos moleculares debajo de 12 a 14 kDa o por arriba de los 200
kDa, ya que los geles convensionales no resuelven las proteinas en estos rangos.
La incompleta separacion de las proteinas lleva a la superposicion de puntos y
subsecuentemente un problema en la identificacion de proteinas. Ademas, las
proteinas membranales y 0 con puntos isoeléctricos extremos son pobremente
ionizables en las condiciones en las que generalmente se realiza la ionizacion por
electrospray (ESI o “electrosprayionization”) que mas adelante se describira, y que
es el paso inicial para realizar el analisis por MS. Ademas, los detergentes
utilizados en la purificacion de las proteinas membranales interfieren con el

proceso de ionizacion y analisis por ESI (17).

La otra técnica poderosa para la separacion de proteinas previa al analisis por
MS es la cromatografia de liquidos (LC), la LC-MS presenta una resolucion de
5,000 a 10,000 proteinas (11) haciéndola una técnica muy competitiva ya que;
mezclas complejas con cientos de proteinas pueden ser analizadas directamente
con el uso de LC-ESI, aun cuando la concentracion de diferentes proteinas varien
en ordenes de magnitud, ademas el paso por el sistema de cromatografia tiene la
ventaja de reducir los contaminantes como detergentes o iones que suelen

interferir con la deteccién por masas (18).

En un experimento tipico por LC-MS/MS el analito se eluye de una columna en
fase reversa en donde se separan los péptidos por hidrofobicidad, columna que
evita las interacciones intramoleculares que bajo otras condiciones propiciarian la
agregacion o precipitacion de las proteinas en la columna de HPLC (19).Una vez
que la separacion por HPLC ha tomado lugar se puede llevar a cabo el proceso de
la deteccion por MS. El equipo de HPLC-MS, esta acompafado por un software,
una base de datos que ayuda al usuario a la identificacion de los analitos,
herramienta que ha sido un avance clave en la espectrometria de masas. Este
software ayuda a identificar a la proteina con fragmentos de la misma; y en otros
casos la proteina completa hablando de proteinas bien conocidas como la insulina
por ejemplo.
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La técnica de HPLC-MS en los udltimos tiempos se ha utilizado mas para realizar
analisis de proteinas y ha tenido mucho éxito porque cuenta con una excelente

resolucién, mayor confiabilidad, especificidad, selectividad en la identificacion de

proteinas (11).

Para entender el funcionamiento de la técnica para la separacion de proteinas por

HPLC es necesario revisar primero los fundamentos de la cromatografia de

liquidos.
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3. Cromatoqgrafia liguida

La cromatografia es un método fisico de separacion basado en la distribucion de
los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o

estacionaria y otra movil.

Las técnicas cromatogréaficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
movil que consiste en un fluido que puede ser gas, liquido, o fluido supercritico, el
cual arrastra a la muestra con un flujo constante y en condiciones de presion,
proporcionado por la gravedad, en los sistemas menos sofisticados, o bien una
bomba, hasta una columna donde se encuentra la fase estacionaria la que permite
la separacion de las moléculas en la muestra, con base en el coeficiente de
particion de cada sustancia entre las dos fases. Las sustancias separadas eluyen
gradualmente de la columna con la fase movil y son registradas gracias a un
detector (20).

En el caso particular de la cromatografia liquida (LC), la fase movil es un liquido
gue fluye en una fase estacionaria fija, casi siempre solida. El gran poder de la
separacion por cromatografia liquida radica en la combinacion de una gran
variedad de fases moéviles con un amplio repertorio de fases estacionarias, lo que
lleva a una mayor gama de interacciones selectivas y mas posibilidades para la
separacion e identificacidon de analitos. Adicionalmente, cuenta con una gran

variedad de sistemas de deteccion (21).

Por lo anterior, se encuentran diferentes tipos de cromatografias liquidas que se
pueden clasificar por la forma de la fase estacionaria, en las que se distinguen la
cromatografia en columna, en capa fina y la capilar. Otra clasificacion se basa en
la direccion de la separacion de las moléculas, asi esta la cromatografia
ascendente, descendente o en cama plana. En la clasificacion basada en la
eficiencia de la separacibn se encuentra la cromatografia liquida de alta

resoluciéon o HPLC.
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Una forma usual de nombrar a la cromatografia liquida es a través del tipo de
interaccidn que establece con los solutos a separar, asi se encuentran cuatro
tipos en esta clasificacion: cromatografia de intercambio idnico (separacion por
carga ibnica), cromatografia por filtracion en gel (separacion por tamafio
molecular), cromatografia fase reversa (separacién de solutos apolares),
cromatografia en fase normal (separacion de solutos polares). Aunque también,
hay otra cromatografia que se nombra por la especificidad de grupos como la

cromatografia por afinidad.

La versatilidad de aplicaciones para lograr la separacion efectiva de las moléculas
hace de esta técnica sea ideal para los propositos que se requieren en los
objetivos de la proteébmica como la investigacion que es hoy en dia tan
indispensable con el incremento de enfermedades que estd teniendo la
poblacion; en la industria para los biofamacos que se estan utilizando en un

amplio sector de salud.

Parametros cromatograficos

Durante el proceso de separacion del o los analitos mediante cromatografia, este
0 estos tiene(n) que distribuirse entre dos fases, la fase estacionaria y la fase
movil. Dependiendo de su reparto entre las dos fases, ocurrira la separaciéon de
los componentes de la mezcla. Para que la cromatografia sea efectiva, la
separacion debe ser buena, esto es que no sélo estén bien separados los
analitos, sino que sea posible llevar a cabo su cuantificacion a través de
deteccion y la integracion de los picos del cromatograma, es decir las areas bajo
la curva tipo gaussianas separadas, angostas y simétricas (Figura 4). A
continuacion, se describe que significan los valores o parametros que se pueden

obtener en un cromatograma tipico y su interpretacion.
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Inyeccion tiempo

1, = tiempo muerto, tiempo de elucion de un pico no retenido
Iz = tiempo de retencion, determinado por las caracteristicas del compuesio

mAl = miliunidades de Absorbancia

Figura 4. Cromatograma que muestra los pardmetros cromatograficos de un
registro tipico de la elucién. Tomado y adaptado de (33).

Tiempo de retencién (tg).Para un sistema en particular (fase movil, columna,
temperatura, etc.) es el tiempo transcurrido desde la inyeccién de la muestra
hasta que se obtiene el punto maximo de la sefial o pico, es decir, es el tiempo
gue la muestra permanece retenida en el sistema. El tiempo de retenciéon es

caracteristico de cada soluto en la mezcla analizada.

Tiempo muerto (t,).Es el tiempo requerido para eluir un pico no retenido en la
columna, se determina midiendo el tiempo de retencién de la fase movil o de un

compuesto organico.

Tiempo de retencion ajustado (tr’).Es la diferencia entre el tiempo de retencion y el
tiempo muerto (g’ = tr — t,), €s una medida del tiempo que la muestra permanece

retenida en la fase estacionaria.
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Numero de platos tedricos (N). El plato tedrico es un modelo que supone que la
columna cromatografica contiene un niumero de capas separadas y que en cada
capa hay un equilibrio de distribucién de la muestra entre la fase moévil y la fase
estacionaria. Entre mayor el nimero de capas o platos teoricos tiene una
columna mayor eficiencia en la separacion de los analitos, es decir la habilidad
gue la columna tiene para estrechar bandas de elucién (Figura 5A). Su valor
puede determinarse de la siguiente manera:

N= 16(tr/W)>? 0  N=5.54(tr/Wk) ?
Donde:
tr= tiempo de retencion
W= ancho del pico en su base
W22= ancho del pico a la mitad de su altura

Altura equivalente de un plato teérico o HETP (Height Equivalentto a Theoretical Plate). Es la
altura de un plato tedrico y se calcula:

HETP=L/N
Donde:

L= longitud de la columna
N=Numero de platos tedricos

Resolucion (R).Es una medida cuantitativa del grado de separacion obtenido entre
las sefiales de dos compuestos adyacentes (Figura 5B). Una resolucion > 1.5

implica la separacién completa de dos sefiales, se determina por:

R= (trz —tRr1) o] R= 2 (tro—tro)
0.5 (W +W5) 1.669 (WhYs; + Wh¥s 5)

Donde:
tr1= tiempo de retencion del compuesto 1
tro= tiempo de retencion del compuesto 2

W1= ancho del pico 1 en su base
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W2= ancho del pico 2 en su base
WhYz ;= ancho del pico 1 a la mitad de su altura

Wh¥2 ,=ancho del pico 2 a la mitad de su altura

A T\
I
E I
o I \ Baja eficiencia
5N A\
I
E ' / '
@ I
- : |
o I
I
. |
! I
| 1
|
I
Inyecclon ! : Alta eficiencia
I
l It | _
|
! I
Tiempo
B
|
Buena resolucién
Mala resolucion
Resolucion 1.5
0.8
JU _f\

Figura 5. Cromatogramas que ejemplifican los pardmetros de eficiencia y

resolucién de picos de una mezcla. A. Eficiencia y B. Resolucion.
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Simetria del pico (S). Es una medida de qué tan eficiente es la columna para
originar sefiales simétricas y, por lo tanto, con menores errores en el proceso de
integracion. Valores cercanos a 1 implican sefiales con poco error de integracion,
se determina de acuerdo a:
S=B/A

Donde

B= Base a la mitad del pico

A= Altura

Factores que influencian la eficiencia de la columna cromatografica.

Una ecuacién que describe el proceso de separacién de los analitos en la columna
cromatografica es la de Van Deemter (Figura 6), la cual toma en cuenta el tiempo
qgue le lleva al analito en equilibrarse entre la fase estacionaria y la mévil. Por lo
qgue la forma de la banda es afectada por la velocidad de elucion. Ademas, se
afecta por las posibles vias que puede tomar el analito durante su paso entre las
particulas de la fase estacionaria. Considerando los posibles mecanismos que
contribuyen al ensanchamiento de la banda se llega a la ecuacion de Van Deemter
(20, 22):

HETP=A+B/u+Cu

Donde:

u= velocidad promedio de la fase mévil

A, By C son factores que contribuyen a la anchura de la banda
A= Difusion Eddy

B = Difusion longitudinal

C= Resistencia a la transferencia de masa

A. Difusion de Eddy. Se refiere a que el analito puede tomar mdaltiples
caminos, a través de la fase estacionaria. Entre mayor sea este valor se
obtendra un aumento en la anchura de la banda debido al aumento en la
altura del plato teorico. Al disminuir la fase estacionaria disminuye la difusién
y por tanto aumenta la eficiencia.
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B. Difusion longitudinal. Es una constante que describe la difusion
longitudinal del analito. Cuando el analito toma mucho tiempo en la columna
debido a que la velocidad de la fase movil es baja, entonces aumenta la
difusién longitudinal del analito y esto ocasiona que la banda se ensanche.

C. Resistencia a la transferencia de masa. Es una constante que describe la
velocidad de adsorcién y separacién del analito en la fase estacionaria, esto
es, el equilibrio entre el analito y la fase estacionaria y la fase movil toma un
tiempo debido a que el analito tiene una afinidad por la fase estacionaria.
Por lo que una combinacion poco favorable para la eficiencia en la
separacion es el tener un analito con una afinidad muy alta por la fase
estacionaria y una velocidad alta de la fase movil, lo que lleva a un
ensanchamiento de la banda que no se reduce al aumentar la velocidad.

Yelocidad dptima

Altura minima del
plato tedrico

Altura del plato tedrico

WVelocidad de la fase mdwil

Figura 6. Tipica curva de VanDeemter.

La técnica de HPLC se desarrolld para resolver los problemas de la cromatografia
de liquidos estandar. En esta hay varias limitaciones en la separacion, por ejemplo
cuando el solvente se hace pasar por gravedad, la separacion es muy lenta,
mientras que cuando se realiza el paso de solvente mediante caudal de flujo o a
velocidad constante (HPLC), la altura del plato te6rico aumenta. Aunque el factor
mas importante que limita la separacion mediante LC es el tamafo de las
particulas en la fase estacionaria y en relacion entre superficie activa de la fase

estacionaria y la masa total de los analitos a separar. En el caso de la HPLC las
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particulas de la columna son tan pequefias como 3 um y, entonces se logran
separaciones mas rapidas y que pueden hacerse en columnas mas pequefas y
angostas que en la LC, pero que, debido a la friccion requieren necesariamente de
flujos forzados (bombas). Con este tipo de columnas es necesario entonces una
alta presion para empujar a la fase mévil y a la muestra a través de la columna y
esto se requiere para mantener la reproducibilidad de los picos obtenidos. Estas
caracteristicas hacen que en este tipo de columnas la separacién sea mas efectiva
y en mucho menor tiempo que le toma la misma separacion en LC con flujo con
gravedad .Una situacion intermedia se presenta en la llamada cromatografia flash,
en la que el flujo es forzado por una bomba de baja presion, pero la fase
estacionaria no es de microparticulas, sino convencional (generalmente silica)
(20,22).
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4. Principios de cromatoqrafia liquida de alta resolucién o HPLC

HPLC es una técnica poderosa de separacion y una forma altamente mejorada de
la cromatografia en columna. Lo anterior debido a que en lugar de que el solvente
se deje pasar por la columna por gravedad, se impulsa a que pase a través de la
columna bajo alta presion, de hasta 400 atmoésferas, haciendo mas rapida la
separacion. Lo que hace que la columna se pueda empacar con matrices de
particula mucho muy pequefia y que da una superficie de contacto mayor y por
tanto existen mas interacciones entre la fase estacionaria y las moléculas que
estan fluyendo a través de ella. De esta manera se lleva a una mejor separacion

de los componentes de la mezcla que ser requiere analizar (21).

La otra mejora en relacién a la cromatografia en columna se debe a los métodos
de deteccidn, ya que en HPLC los métodos estan altamente automatizados y son
extremadamente sensibles con el paso de los afios la ciencia y la tecnologia han
ido avanzando practicamente a la par y en conjunto se complementan para

obtener resultados importantes en el avance de éste tipo de técnicas (20).

Las muestras que se pueden introducir y separar por HPLC tienen que tener
varias caracteristicas (Tabla 1). A diferencia de la cromatografia de gases (GC), la
HPLC no esta limitada por la volatilidad o estabilidad térmica de la muestra, ni
tampoco por el peso molecular de los componentes. Sin embargo, la muestra
debe ser soluble en la fase mévil. Debido a la alta sensibilidad de la técnica de
HPLC se hace necesario contar con reactivos de gran pureza, con apenas trazas
de metales y/o sales. En cuanto a la muestra ésta debe filtrarse previo a su
inyeccion a la columna para evitar la entrada de particulas no disueltas. En cuanto
al disolvente debe de cuidarse que la longitud de onda de deteccion del analito y la
del disolvente sean distintas, generalmente el disolvente debe presentar baja
seflal en UV. Los disolventes mas utilizados en HPLC son H;O/amortiguador,

metanol, isopropanol, tetrahidrofurano y el mas recomendado es el acetonitrilo
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particularmente en cuanto al uso del detector de masas, el disolvente actlua
también como otra molécula a separar, entonces el detector la rompe y genera un
i0on caracteristico. Ademas es conveniente sea miscible en agua, presente baja
viscosidad y sea quimicamente inerte para la técnica de HPLC indistintamente del
detector. (20, 23,24).

Tabla 1. Principales caracteristicas para el tratamiento y deteccion de las
muestras por HPLC. Tomado y adaptado de20.

Caracteristicas HPLC

Volatilidad de la muestra | No requiere pero debe ser soluble en la fase
movil.
Polaridad de la muestra Separa ambos tipos de compuestos polares y no
polares, asi como iones inorganicos PAH
Termolabilidad de la El analisis puede tener lugar a temperatura
muestra ambiente o incluso a temperaturas mayores.
Peso molecular de la No hay limite superior teérico. En sentido practico,
muestra la solubilidad es el limite.
Preparacion de la La muestra debe estar soluble en el mismo
muestra disolvente que se usa como fase movil y debe ser
filtrada
Volumen de muestra El volumen de la muestra esta basado en el
didmetro interno de la columna
Mecanismo de Tanto la fase estacionaria como la fase mavil
separacion interaccionan
Detectores Més comunes UV-Vis.
Amplio rango de detectores no destructivos
Detectores 3-Dimensiones
Sensibilidad de fentogramos

Componentes de un sistema HPLC

Un equipo de HPLC tiene las siguientes partes: un reservorio en donde se
encuentra la fase movil, el sistema de bombeo de la fase movil, el sistema de
inyeccion de la muestra, la columna que contiene a la fase estacionaria y en
donde se llevara a cabo la separacion de los analitos y por ultimo el detector
(Figura 7). A continuacion se describen cada una de las partes del equipo.
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Inyector . r . . r
v Separacion basada en la migracion
diferencial entre la fase estacionariay
Jfase movil.

Columna

Detector

Solventes

Figura 7. Partes que componen un sistema de HPLC. Tomado y adaptado de (33)

Reservorio de solventes. Recipientes inertes que suelen ser botellas de vidrio y tubos
de teflon provistos de aditamentos indispensables para eliminar los gases

disueltos y particulas que pudiera contener la fase movil.

Sistema de bombeo. Son necesarios para conseguir y regular la presion y velocidad
de flujo de la fase mévil. Cuando la fase mévil es una mezcla de solventes, la

bomba se programa para tomar los diferentes solventes en una proporcion

determinada.
Sistemas de inyeccion. Son valvulas dosificadoras que permiten regular la aplicacion

de la muestra en volimenes de 5 a 500 pl. Pueden ser de inyeccion manual o

automatica.

Columna. Componente indispensable para que exista la separacion del analito de
interés, a través de ella se lleva a cabo la separacion de los compuestos. Existen

dos tipos de columnas: empacadas y capilares. En la técnica de HPLC se utilizan

las columnas empacadas.
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Los tamafios de columna méas habitualmente recomendados para el desarrollo de
meétodos analiticos son 4.6 x 150 mm y 4.6 x 75 mm. En caso de requerir mayor
resolucidén se utilizan columnas de mayor longitud como 4.6 x 250 mm, o una
columna de la misma longitud empacada con particulas de menor tamafio.
Durante el desarrollo del método hay que seleccionar el didmetro interno de la
columna, como se menciona anteriormente generalmente se usan de 4.6 o hasta
diametros de 7.0 mm, aunque pueden ser distintas y que dependen de la
sensibilidad o consumo de disolvente o a la compatibilidad requerida con ciertos

tipos de instrumento como capilares, nano o preparativos (30, 33, 25).

En cuanto al material de soporte en la columna este depende del tipo de HPLC
gue se realice, ya que hay de dos diferentes tipos: la fase normal y la fase reversa.
En la cromatografia por HPLC descrita como normal la columna cromatogréfica
contiene particulas de silica y es comudn usar un solvente no polar como el
hexano. Las columnas tipicas tienen un diametro interno de 4.6 mm y una longitud

de 150 a 250 mm generalmente.

El fundamento de separacion mediante HPLC-fase normal radica en que los
compuestos polares que se encuentran en la muestra pasan a través de una
columna que contiene un soporte polar, por lo que los componentes no polares
pasan rapido a través de la columna y los polares interaccionan con esta por un

mayor tiempo (Figura 8A).
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Figura 8. Orden de elucion de moléculas de acuerdo a su grupo funcional en la

HPLC. A Fase normal y B. Fase Reversa. Tomado y adaptado de (18).
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En la HPLC fase reversa, la silica se modifica para hacerla no polar a través de
unirle cadenas hidrocarbonadas de 8 o 18 carbonos a su superficie (Figura 8B).
En este caso ocurre una atraccion fuerte entre el solvente que es polar y las
moléculas polares de la mezcla que se encuentran pasando a través de la
columna. Es decir las moléculas polares de la muestra interaccionaran poco o
nada con la columna que es hidrofébica, moviéndose mas rapidamente a través

de la columna que aquellos componentes de la mezcla que son no polares.

La modalidad HPLC reversa se utiliza mas frecuentemente que la fase normal
debido a la versatilidad de los compuestos que se encuentran anclados y que
conforman la fase reversa de las columnas, también se adaptan mas facilmente a
los métodos en el software y se pueden hacer combinaciones de protocolos de
elucién con mayor facilidad que con la fase normal Ademas la fase reversa es la
primera opcion para separar compuestos polares y no polares con peso molecular
menor a 2000 Daltones, para series homdlogas, acidos y bases débiles, acidos y
bases fuertes, proteinas y péptidos; y ocasionalmente aminas y compuestos

insolubles en agua (18).

En general, los solutos grandes, como las proteinas, se separan mejor en
columnas de fase reversa de cadena corta (C3, CN) y los péptidos y las moléculas
pequefias en columnas de cadenas mas largas (C8, C18). En muchos casos, no
obstante, estas premisas béasicas convencionales no se cumplen. Por ejemplo, los
péptidos también pueden separarse eficazmente en columnas de cadena corta,
mientras que los péptidos hidrofébicos pueden presentar mejor recuperacion en
fases de cadena mas larga. Por ello, es mejor seleccionar inicialmente una fase
intermedia del espectro hidrofobico (por ejemplo, C8) y después cambiar a una
fase mas hidrofobica o hidrofilica dependiendo de los resultados iniciales y de las

propiedades de solubilidad de la muestra (1).
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La seleccion de fase movil para un sistema de fase reversa comienza con la
eleccion del modificador orgénico. Las diferencias de selectividad y la retencion de
la muestra varian significativamente entre las fases modviles que contienen
acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano. La solubilidad de la muestra suele variar

en estos disolventes y dictamina la utilizacién de disolventes especificos.

Es muy importante controlar el pH en los sistemas de fase reversa para estabilizar
la retencion y la separacion de las bandas. Un rango de pH entre 2 y 4 suele
ofrecer las condiciones de retencion mas estables frente a pequefios cambios de
pH y es el recomendado como punto de partida del desarrollo de métodos para la
mayoria de las muestras, incluidos los compuestos basicos y los acidos débiles

tipicos (1).

Existen marcas comerciales de columnas que permiten una separacion eficiente,
robusta y reproducible para uso en la purificacion de proteinas, por ejemplo, las
columnas Poroshell 300 (marca Agilent) utilizan particulas superficialmente
porosas hechas de una fina capa externa de silice porosa y un nucleo sélido de
silice. Eso reduce la distancia de difusion de las proteinas, haciendo posible
separaciones HPLC rapidas de péptidos y proteinas de 500 a 1000 kDa. Las
columnas ZORBAX 300Extend de poro ancho ideales para LC/MS de proteinas y
péptidos a pH 10. Columnas HPLC ZORBAX GF-250/450 de exclusiéon por
tamafo: una columna robusta y reproducible diseflada especialmente para

separaciones por tamafio de proteinas (25).

Detector

Es aquel dispositivo encargado de manifestar la presencia de los compuestos que
salen de la columna. Existen diferentes tipos de detectores que no solo difieren
en el tipo de molécula (selectividad), que sensa sino también en el limite de

deteccién (sensibilidad) asi como en su linealidad, informacién cuantitativa y
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facilidad de uso. En la Tabla 2 se encuentran algunas caracteristicas de los

detectores mas comunmente utilizados.

Tabla 2. Caracteristicas de detectores para cromatografia de liquidos. Tomado
de (26).

*LIMITE DE
DETECCION

RANGO LINEAL
APROXIMADO

COMENTARIOS

APROXIMADO

Detector de arreglo de 10" 105 Resolucién de 1nm, calibracion de la

diodos o DAD longitud de onda se hace con un filtro
de holmio. Capacidad para detectar
hasta 8 longitudes de onda diferentes.

Absorcion 101g 104 Especifico para compuestos con

ultravioleta-visible

capacidad de absorber luz.

Indice de refraccion 10°-10-1°g 103 Detector Universal. No se puede usar

diferencial con gradientes

Electroquimico: 10-10-10-1g 105 Detectores especificos: Los

Amperométria componentes deben ser
electroactivos.

Electroquimico: 10-8g/mL 105 Detector especifico para todos los

Conductimetria iones

Fluorescencia 10-14gs 105 Detector especifico para compuestos
que presentan fluorescencia como la
quinolina y el indol.

Espectrometria de 10710 g 103 Detector Universal que puede ser

masas (MS) usado en analisis con gran precision.

Dispersion de la luz 106g/mL 105 Es utilizado para determinar pesos

no evaporativo o en moleculares de polimeros en un

solucion rango de 500-108 daltons.

Dispersion de luz 10°¢g 106 Universal, excepto para analitos

evaporativo

volatiles. No tiene respuesta lineal.

Para detectar proteinas se suelen usar detector de arreglo de diodos o DAD vy el

de masas. El DAD puede registrar los espectros de las moléculas de interés en

un rango de 190-950 nm con una resolucion de longitud de hasta 1 nm. Es mas

sensible que el detector UV-Vis y una buena eleccién cuando no se sabe qué

compuestos hay en la muestra. Los péptidos y las proteinas se detectan en el
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rango de 210-280nm. Los aminoéacidos con grupos funcionales aromaticos se

detectan en 280nm como por ejemplo el triptéfano (26).

El detector de masas (MSD) es un detector de alta especificidad. El
espectrometro de masas convierte primero a las moléculas en iones,
posteriormente realiza el analisis de masa y de cualquier ion fragmentado durante
el proceso de ionizacion, sobre la base del indice masa sobre carga. Varias
tecnologias se encuentran disponibles para la ionizacion y el analisis de iones, lo
gue da como resultado diferentes espectrometros de masas. Por lo anterior, el
acoplar la cromatografia de liquidos con la deteccion de masas se traduce en
una técnica muy sensible, en el rango de fentomoles (10™ moles) y atomoles (10
8 moles) y que tiene un amplio espectro de aplicaciones en la identificacién de
biomoléculas (27). Sin embargo ésta técnica tiene como limitante su alto costo,
pero este hecho no puede detener la investigacion ya que como se ha
mencionado es muy sensible y otorga informacién valiosa en los analisis. Mas

adelante se describird con mas detalle la técnica de HPLC acoplado a masas.

En la Figura 9, se muestra para un mismo analito separado por cromatografia
HPLC, la diferencia visual que arrojan dos diferentes detectores: el de color rojo
de lado izquierdo es un ejemplo de un espectro del detector UV-VIS y el de color
verde de lado derecho es cdmo se muestra el analisis de un detector MS de tipo
cuadrupolo simple el cual muestra el patron de fraccionamiento y la abundancia
de los iones més caracteristicos. El detector de MS otorga una mayor informacién
de los componentes que pueda haber en una muestra. Y hablando de un analito,

podemos comprobar la identidad con mayor exactitud, precision y seguridad.
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Figura 9. Cromatograma, diferencia entre detector UV-VIS (lado izquierdo),
contra el detector de masas (lado derecho). Tomado y analizado de (25).

En el momento en que se tenia la técnica de HPLC en uso, se seguian realizando
mejoras a los sistemas de cromatografia de liquidos para disminuir la cantidad de
muestra aplicada a la columna y el disolvente utilizado manteniendo una
resolucién alta en el niumero de proteinas identificadas, esto a través de la
modificacidon en el diametro y tamafio de las columnas junto con el hardware, asi
han surgido las tecnologias UPLC (“Ultra Performance Liquid Chromatography”) y
nanoLC. La UPLC es un sistema en el que el tamafio de particula de la fase
estacionaria es menor a 1.8-uym, mientras que en la HPLC es a partir de 1.8 hasta
7 um, el equipo UPLC suministra la fase mévil a alta presién y con una minima
dispersion, y produce picos mas estrechos y mas concentrados que el HPLC,
aunque los principios de selectividad y retencion son los mismos en ambos
sistemas, la UPLC provee una sensibilidad 3 veces mayor a la del HPLC. Los
sistemas UPLC aumentan el rendimiento y reducen el consumo de eluyente sin
comprometer los resultados analiticos, ademas de ganar tiempo en cada corrida
(28). Sin embargo, los principios fisicoquimicos de separacion siguen siendo los
mismos entre HPLC y UPLC.
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Por su parte la NanoLC, es una técnica que se utiliza generalmente cuando se
tienen volimenes de muestra muy pequefios ya que maneja flujos de la fase
movil de 1ng/min, velocidad de flujo lento; no recomendable para uso rutinario en
la separacion de mezclas complejas. Se recomienda cuando se tiene un blanco
por investigar, aunque también se puede desarrollar un método. Sin embargo, es
atil cuando se desea separar una proteina de interés que se encuentra en muy
baja abundancia (29).
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5. Espectrometria de masas

Como se menciono anteriormente, la deteccion de las moléculas que se separan
en la cromatografia de liquidos puede realizarse con detectores distintos, una
técnica analitica muy poderosa es la que resulta del acoplamiento de HPLC con
la espectrometria de masas, HPLC-MS y que lleva a la deteccion de moléculas

en mezclas complejas.

El andlisis por espectrometria de masas incluye 4 etapas:
[.  Introduccion de la muestra.
Il.  lonizacion de la muestra.
lll.  Separacion y el analisis de los iones moleculares y de los fragmentos
cargados producidos segun su relacidbn masa/ carga (m/z).
IV. Obtencién del espectro de masas, en el que se presenta la abundancia
relativa de los iones y los fragmentos separados respecto a la relacion

masa/carga.

I. Introduccién de la muestra.
Esta puede realizarse mediante sistemas directos e indirectos en los que la
muestra se volatiliza externa o internamente o bien a través de sistemas
especiales que provienen de las técnicas de separacion como cromatografia de
gases o liquidos o de electroforesis capilar. En un equipo de HPLC-MS existen
dos formas de introducir la muestra: manual o autométicamente, la forma manual
es menos exacta ya que depende del analista, ademas de que puede perderse
muestra, ésta variante puede eliminarse con la inyeccién automatica, en donde el
equipo debe contar con una torreta de inyeccion que se programa con ayuda de
un software para introducir la muestra en el equipo disminuyendo en gran parte el

error y la incertidumbre que existe en la forma manual.
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Il. Sistemas de ionizacion.
Pueden ser ionizacion en fase gaseosa 0 ionizacion por desorcion. En el primero
se encuentran la ionizacién por impacto de electrones, la ionizacion quimica y la
fotoionizacion. En el segundo se encuentran la ionizacion por electrospray (ESI), la
ionizacién por desorcion laser (LDI), la ionizacidén por desorcién laser asistida por
una matriz (MALDI), ionizacién por laser inducida en superficie (SELDI), el
bombardeo con atomos rapidos (FAB) y la ionizacion por analisis directo en tiempo
real (DART).A continuacion se describen los métodos que se utilizan cominmente

en el analisis de muestras proteicas.

Método ESI. Realiza una ionizacién a presion atmosférica que se aplica a un
amplio grupo de muestras y, especialmente, se utiliza para la caracterizacion de
biomoléculas. John Fenn recibi6é el premio Nobel por el desarrollo de la técnica de
ESI en el 2002. Esta técnica ha sido pieza clave en el estudio a gran escala del

proteoma, es decir al avance de la protedmica.

En la ionizacion por electrospray, la muestra disuelta en un disolvente adecuado
pasa a través de un capilar metéalico, en cuya punta se aplica un potencial de 3 a 5
KV y una presion de 1 atmésfera. Se produce una fina niebla de gotas de elevada
carga y la evaporacion del solvente hace que aumente la densidad de carga,

produciéndose la desorcion en fase gaseosa (Figura 10a).

El andlisis por ESI se puede hacer provocando una ionizacion positiva o negativa.
Se selecciona la polaridad de los iones que se desea analizar mediante el voltaje
del capilar. Permite la obtencion del i6n molecular y, si se desea obtener una
fragmentacion, se puede inducir aumentando el voltaje en la punta del cono del
capilar. Este proceso se utiliza con frecuencia en espectrometria de masas en
tandem (9, 27-30).
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A modo de ejemplo, cuando la muestra es introducida por ESI los compuestos de
peso molecular de 4000 y con 10 cargas, pueden aparecer a [(4000 +
10x1.008)/10] Da o aproximadamente 401.0 Da (1.008 corresponde a la masa de
un proton), lo cual esta dentro del intervalo de masa detectable (Parker et al.,
2010). En muchos casos, se pueden determinar masas moleculares de
macromoléculas con una precision de + 0,005%. Proteinas de 100 KDa o mas
pueden ser determinadas. La ionizacion por electrospray constituye la mejor
interfaz cuando se acopla a la cromatografia de liquidos (LC) o la electroforesis
capilar (CE) puesto que ofrece la posibilidad de introducir una muestra liquida
previamente separada en sus componentes como microgotas que facilitan la

discriminacion a lo largo del proceso de la deteccion (30, 31).

Técnica MALDI. Para esta técnica se mezcla una disolucion de la muestra con la
sustancia matriz que se encuentra en mucha mayor proporcién que la muestra
(10,000:1) y que son compuestos como el acido trans-cinamico o el acido 2,5-
dihidroxibenzoico ambos compuestos absorben en el rango del ultravioleta; esto
es la clave del éxito del MALDI, ya que la matriz es capaz de absorber gran
cantidad de energia a la longitud de onda del laser y de las moléculas de la
muestra de una forma controlada, de manera que permite la desorcion de las

moléculas quedando como iones intactos en fase gaseosa.

Esta mezcla se deposita en un dispositivo portamuestras especialmente disefiado
para este sistema de ionizacion. Tras la evaporacion del disolvente, los cristales
de la mezcla muestra-matriz se irradian con un haz laser de elevada potencia (10°
Wcm?) y de pulsos cortos durante algunos nanosegundos para comenzar la
evaporacion o desorcion y la ionizacion. Tras la evaporaciéon del disolvente, los
cristales de la mezcla muestra-matriz se irradian con un haz laser de elevada
potencia (10° Wcm?) y de pulsos cortos durante algunos nanosegundos para
comenzar la evaporacion o desorcién y la ionizacion de las moléculas de la

muestra y la matriz, manteniéndolas en fase gaseosa (Figura 10b).
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Figura 10. lonizacion ESI (a) y MALDI (b). Tomado y adaptado de Parker et al.,
2010.

La matriz utilizada en el sistema MALDI puede ser organica o inorganica, sélida o
liguida, dependiendo de la naturaleza del analito. La matriz tiene dos misiones, la
primera es absorber el fotobn de energia procedente del haz laser, la segunda
actia como un disolvente del analito reduciendo las fuerzas intermoleculares y
disminuyendo su agregacién al minimo. Los iones generados mediante MALDI son
mayoritariamente moléculas protonadas con una sola carga, aunque también se

forman iones oligoméricos protonados con doble y triple carga.
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Una matriz debe tener las siguientes caracteristicas: fuerte absorcion de radiacion
a la longitud de onda del laser. Buena capacidad de mezcla con el analito, para
favorecer la formacién de microcristales bien definidos. Una baja temperatura de
sublimacion que permita la formacion de forma instantanea de un conjunto matriz-
muestra durante la permanencia del pulso de laser. Participacion en algun tipo de
reaccion fotoquimica, que permita que las moléculas de la muestra puedan

protonarse o desprotonarse con una elevada eficacia (30).

Para el acoplamiento de la técnica de LC con el MALDI se han desarrollado varias
interfaces como microdispensadores, nebulizadores de calentamiento capilar, y
dispensadores de vacio. El acoplamiento LC/MALDI mejora la identificacion de
proteinas por el andlisis de huella de péptidos y para la asignacion de
modificaciones post-traduccionales de proteinas, ademas de que elimina los
posibles problemas de alteracién en la resolucién y eficiencia de la asignacion de
masas por MALDI.

Una vez que se han generados los iones por cualquier técnica seleccionada, la
separacion de los mismos se debe a la alta aceleracién de estos en la mezcla
producida por la evaporacion y a la atraccién de los iones hacia el electrodo
generalmente cargado negativamente. De acuerdo a la segunda ley de Newton en
donde la Fuerza es directamente proporcional al producto de la masa por la
aceleracion, encontramos que la aceleraciébn es proporcional al cociente de la
fuerza aplicada entre la masa, si la fuerza se mantiene constante, a mayor
aceleracion menor masa. Lo que explica que en los espectros producidos de la
ionizacion ya sea MALDI o ESI, los picos que salen primero del analizador son los
de menor masa, y el tamafio del pico muestra la abundancia de la muestra (Figura
10).
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Figura 11. Comparacion de los espectros obtenidos por ESI y MALDI de una
proteina de 38 kDa. a) Espectro ESI; b) Espectro resuelto del espectro a; y c)
Espectro MALDI. Tomado de (31).
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MALDI y ESI son consideradas técnicas complementarias. Ambos métodos
trabajan con el analito en diferentes estados fisicos (sélido y liquido). Asi como el
electrospray, MALDI produce multiples analitos cargados, aunque menos que los
que se encuentran en electrospray. Al comparar los espectros de masas por
MALDI o ESI (Figura 11), se puede observar claramente que el nUmero de cargas
que la proteina incorpora en el espectro de ESI es mayor, pero la mejor resolucién
de la proteina la tiene el MALDI (Figura 11c), como se observa en ese ejemplo de
la Figura 11, el pico de mayor intensidad corresponde al peso molecular que tiene

la proteina que en este ejemplo es de 38 kDa.

Adicionalmente, MALDI puede detectar proteinas con pesos moleculares de hasta
250 kDa, mientras que ESI el limite de masa es de 65 a 70 KDa. Aunque en
algunos detectores pueden mejorar estos limites para ESI para analizar moléculas
de hasta 800 kDa. Una desventaja del electrospray es que es sensible a sales y
detergentes en las muestras y que el tiempo para el proceso de una cantidad
grande de muestras es mucho mayor que MALDI, en donde este ultimo si es de
gran capacidad de procesamiento de muestras, ya que los espectros se pueden

obtener en segundos por muestra (31).

La ionizacion MALDI tiene una mejor resolucion y precision en la masa de los
iones analizados que ESI, y se debe a que la fuente de ionizacion suele asociarse
a un analizador de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-Flight) en el que los iones se
separan en funcion de su relacibn masa/carga tras ser acelerados en un campo
eléctrico, o bien son acoplados a un analizador TOF/TOF que proporciona un
mejor enfoque de los iones. En el primer TOF los iones son acelerados a bajo
voltaje, favoreciendo la fragmentacion metaestable. Mediante un pulsador
encargado de monitorear los iones y seleccionar un determinado i6n padre y sus
iones fragmento, que son acelerados a un potencial mayor y separados en el
segundo TOF.EI hecho de que la ionizacion por MALDI permita detectar moléculas

termolabiles como son las proteinas de forma intacta, la incluye dentro de los
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métodos de ionizacion suave (“soft-ionization”). No obstante, durante el proceso
de aceleracidon 6 durante el “vuelo” a través del tubo, se da un proceso de
descomposicién metaestable denominado PSD (“Post SourceDecay”). El analisis
de los iones que se producen mediante este fendmeno proporciona una
informacion estructural de la molécula original muy util para lo cual es necesario
separar estos fragmentos. En un analizador de tipo linear esto no es posible ya
que los iones formados por PSD tienen la misma velocidad que el ion original y
viajan juntos hasta el detector; para separarlos se emplean analizadores de tipo
reflector que trabajan con voltajes variables para finalmente obtener un Unico
espectro de fragmentacion-PSD compuesto de tantos espectros como voltajes

empleados que se pegan con ayuda informatica.

I1l. Analizadores

El analizador es la parte del espectrometro de masa donde tiene lugar la
separacion de los fragmentos idnicos generados en funcion de su relacion m/z.
Esta separacion se produce por aplicaciéon de diferentes campos eléctricos y

magneéticos.

Existen diferentes tipos de analizadores que poseen caracteristicas diferentes en
cuanto a sensibilidad y resolucion. Los tipos de analizadores mas utilizados son:
cuédruplo (Q), trampa de iones (IT), sector electromagnético (BE), tiempo de vuelo
(TOF) y resonancia ionica ciclotrénica (ICR). A continuacion se describen el TOF y
el cuadrupolo porque son los mas utilizados para la identificacion de analitos entre

ellos proteinas, posterior al analisis con HPLC actualmente.
Analizador de masas cuadrupolo. Se compone de cuatro varillas o barras

paralelas dispuestas en un cuadrado hechas de un monolito de vidrio con forma

hiperbdlica, el uso de la forma hiperbdlica proporciona una mejor forma de pico y
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la mejor resolucion en la filtracion de las masas. El monolito de vidrio es recubierto

con oro para crear una superficie eléctricamente conductora.

En el funcionamiento del cuadrupolo el analito se dirige hacia el centro de éstas
barras que se encuentran opuestas y alineadas milimétricamente. A dos barras se
les aplica una tension continua positiva (“barras positivas”) y al otro conjunto de
dos barras se les aplica un conjunto de tension negativa de la misma magnitud
(“barras negativas”), ademas las cuatro barras tienen un voltaje de RF (radio
frecuencia) oscilante de 1 Mhz. Los iones entrantes a las barras se someten a
movimientos oscilantes debido a campos eléctricos de RF y DC (corriente directa)
de esta manera si la masa del ion es demasiado baja el ion se dirige hasta las
barras positivas y nunca llegara a la salida del cuadrupolo, ahora si la masa del ion
es muy alta el ion se dirigirA hacia las barras negativas, solo los iones que
cumplen con el rango de masa especificada tendran oscilaciones estables lo que

permitird salir del cuadrupolo y ser detectado en el multiplicador de electrones.

La magnitud del voltaje de radiofrecuencia determina la relacion m/z que es capaz
de describir una trayectoria tal que atraviesa el analizador y alcanza el detector.
Variando dicha magnitud se podran detectar los fragmentos iGnicos cargados
positivamente que se generaron en la fuente de ionizacibn y que son
caracteristicos de cada compuesto (Berg, 2007).Las ventajas de su uso son

determinaciones robustas con alta fiabilidad espectral y alta selectividad.

TOF (Time of flight). Los analizadores TOF funcionan mediante la aceleracion de
iones a través de un alto voltaje. La velocidad de los iones esté relacionada con el
tiempo necesario para viajar por un tubo largo de vuelo para llegar al detector y
esto depende de sus valores m/z. Si la aceleracién inicial del voltaje es pulsado, la
salida del detector esta en funcién del tiempo y esto se convierte en un espectro
de masas. El analizador TOF puede adquirir espectros de forma extremadamente

rapida con alta sensibilidad, generando alta precision.
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Los instrumentos que combinan un analizador TOF con un cuadrupolo simple
(Figura 12), se les llama QTOF (Figura 13) y consisten de tres cuadrupolos
conectados en serie (Figura 14).El primer cuadrupolo (Q1) filtra las masas con
ayuda del campo magnético; es decir los iones seleccionados, después el i6n
caracteristico pasa por €l, en el segundo (Q2) en donde se encuentra una entrada
de nitrégeno e cual se calienta a 300°C para que la celda de colisién rompa el i6n
seleccionado en fragmentos menores, llamados iones secundarios. Por ultimo el
tercer cuadrupolo (Q3), sélo permite el paso de iones producto de m/z especifica

al detector, es decir monitorea sélo fragmentos caracteristicos filtrando los iones.
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Figura 12. Esquema de un cuadrupolo. Tomado y adaptado de (32).

Este tipo de instrumentos son poco sensibles pero muy utiles en el analisis de
sustancias desconocidas que presentan estructura similar a alguna sustancia
conocida, bien porque pertenezcan a la misma familia farmacolégica o porque sea
producto de su metabolismo También han sido utilizados ampliamente en el
campo de la protedmica, sobre todo en la determinacion de modificaciones post-

traduccionales de las proteinas, glicosilaciones, fosforilaciones, cambios en la
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proteina que le permiten modificar su funcion y afectar el metabolismo celular o la

fisiologia completa de un tejido u organismo(27).

Los lones
padresentran
alaceldade

colisiony

chocancon

rgéonyse
‘socian

Detector

&

Q3 solo
permite el
pasodeiones
producto de
miz
especificaal
detector

Q1 solo permite
el pasodelones padres
declertam/zala
La guiade lones celdade collglén

transportalos

iones a Qi Eneigia

Figura 14. Esquema de un equipo QTOF. Tomado y adaptado de (32).

IV. Detectores
Como ya se habian mencionado; los detectores también proporcionan informacion
sobre el flujo de iones o la abundancia de iones que salen del analizador de
masas. Convierten el flujo de iones en una sefial eléctrica que puede ser
amplificada, almacenada y presentada mediante el sistema de tratamiento de

datos de forma que se pueda interpretar. Sus caracteristicas mas importantes son
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sensibilidad, exactitud, resolucion, tiempo de respuesta, estabilidad, amplio
intervalo dinamico y un nivel de ruido bajo. Se utilizan detectores del tipo de

fotomultiplicadores, copa de Faraday y otros.
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6. Identificacion de proteinas por MS

La Espectrometria de Masas es una tecnologia analitica esencial en el contexto
de la protedmica actual debido a su alta capacidad de analisis, su sensibilidad y su

precision en la determinacion de masas moleculares proteicas.

Las proteinas de interés en un experimento de protedmica pueden ser analizadas
directamente mediante espectrometria de masas. El punto de partida puede ser
diferente. Si partimos de proteinas separadas mediante 1 D o 2D PAGE, el primer
paso del analisis consistiria en recortarlas directamente del gel donde han sido
resueltas (“picado” de spots). Este proceso de recorte se lleva a cabo en una
estacion automatica de picado de geles (ProPic, GenomicsSolutions). Con el uso
del robot se evita la manipulacién del gel y la posible contaminaciéon con

queratinas.

Si partimos de muestras liquidas (fracciones de una cromatografia o un extracto
proteico que contenga mezcla de proteinas), comenzariamos llevando a cabo una
limpieza de la muestra, seguida de la desnaturalizacion, reduccién y alquilacion de

la misma.

En ambos casos proteinas separadas en gel o proteinas en solucién separadas
previamente por LC, el siguiente paso en el procedimiento seria la digestion de las
mismas mediante una proteasa especifica (generalmente tripsina), que genera un
conjunto de péptidos que pasan a ser analizados por espectrometria de masas.

En la Identificacion de proteinas mediante Huella Peptidica MS-MS/MS (MALDI-
QTOF) los péptidos resultantes de la digestion de proteinas (generalmente
separadas mediante 1 D o 2D PAGE) se depositan muestra a muestra sobre una
placa MALDI junto con una matriz (a-ciano-4-hidoxicinamico) usando por ejemplo
una estacion automatica de dispensacion de proteinas sobre placa de MALDI (Pro
MS MALDI).
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Las muestras depositadas, se analizan mediante espectrometria de masas
MALDI-QTOF, obteniéndose un espectro de masas (MS) denominado “Huella
peptidica”. Adicionalmente, se obtienen espectros de fragmentacion (MS/MS) de

las 3-5 masas mayoritarias dentro de cada una de las huellas peptidicas.

La identificacion de proteinas se realiza automaticamente mediante el sistema
GPS (Global Protein Server) acoplado a los datos del QTOF, combinando ambos
tipos de espectros (MS-MS/MS) obtenidos para cada muestra y usando como
motor de busqueda MASCOT (MatrixScience, UK) sobre bases de datos publicas

de secuencias de proteinas (5).

48



©

Facultad de Quimica DISCUSION
UNAM

Discusién

La aplicacion de la espectroscopia de masas para el analisis de biomoléculas ha
sido una herramienta que ha ayudado al avance en la investigacion de proteinas.
Esto ha ocurrido debido al desarrollo de las técnicas de ionizacion de la muestra

como el MALDI y ESI; ademés de la mejora en la instrumentacion (9,31).

No obstante que los espectrometros de masa proporcionan una sensibilidad y
exactitud alta, la concentracién de proteina que se encuentran en las muestras
biologicas es baja y su composicion es compleja (29). El problema ha sido
tradicionalmente enfrentado por la separacion de la mezcla de proteinas a través
de electroforesis en dos dimensiones, con la subsecuente digestion de la proteina
en el gel seguida de la espectrometria de masas ESI o MALDI. Si bien, este
procedimiento es el mas popular, especialmente cuando se desea la
identificacion y cuantificacion de proteinas, no es siempre el mas adecuado,
principalmente, porque el método funciona mejor con proteinas de abundancia
alta y con pesos moleculares mayores a los 12-14 kDa, ademas de que algunas
proteinas como las proteinas membranales o aquellas que contienen puntos
isoeléctricos extremos, no se resuelven bien (17). Ademas, también existen

complicaciones en el tratamiento de multiples muestras.

Una alternativa muy eficiente y recomendable para el pre-fraccionamiento de
mezclas proteicas o de lisados celulares antes de utilizar el paso final del analisis
por espectrometria de masas es la separacion cromatografica. Para ello la
muestra de proteina pasa por una digestion proteolitica, por 1 o varias
separaciones cromatograficas y, posteriormente, los péptidos resultantes se
detectan por espectrometria de masas en tdndem (9, 25). De esta forma, se
reduce considerablemente el problema de la complejidad en la separacion
comparada con la muestra original, por lo que la técnica de HPLC conectada en
serie al espectrofotometro de masas (HPLC-ESI) o bien realizando el proceso
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separado, es decir primero la separacion de la muestra por HPLC y luego
aplicando al aparato de masas, es el método que ha probado ser el mas poderoso

y de alto rendimiento en protedmica (27).

Debido a la variabilidad que existe en la naturaleza con las proteinas y sus
modificaciones en distinto ambiente; la automatizacion total no es muy
recomendada al menos que se tenga un método bien estandarizado para realizar
el analisis, aunque siempre existen pasos previos antes de la inyeccion de la

muestra en el equipo.

El avance de la tecnologia proporciona nuevos tamafos de particulas para las
columnas, mas angostas y pequefias que ayudan en la eficiencia y resolucién de
los analitos, ademas de sistemas de bombeo que empujan a velocidades mas
altas la fase mévil y mejoran principalmente la eficiencia de las separaciones en

comparacioén con el tradicional HPLC.

Los avances en ésta técnica contindan (UPLC, nano LC), sin embargo no pierde
las propiedades tan esenciales que la caracterizan para la identificacion de
proteinas. Aunque no hay que perder de vista que HPLC es una técnica muy
versatil tanto que industrias biofarmacéuticas han costeado equipos para control
de calidad en biofarmacos, asi concluimos que puede realizar infinidad de tareas

siempre y cuando tenga el método y el manejo adecuado de las muestras.
Con el paso del tiempo se va haciendo mas popular para el avance en muchos

campos de trabajo para el beneficio de la humanidad y cuidado del medio

ambiente.
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Conclusiones

El avance en la identificacion de proteinas de mezclas complejas puede llevarse
a cabo a través del analisis por espectrometria de masas, pero su acoplamiento
con la separacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion, mejora y da
certidumbre a los datos obtenidos con el analizador de masas. Proceso que ya se
usa de manera comun en la investigacion en el area de la proteémica y que
seguramente se extenderd a otras areas, conforme la tecnologia del

procesamiento inicial de la muestra y otros pasos del proceso vayan mejorando.
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