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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales

El término proteoma fue acuiado por Mark R. Wilkins en 1994 como el conjunto de
proteinas de un organismo bioldgico determinado en un momento dado. El término se aplicé a
una gran cantidad de sistemas bioldgicos distintos. A partir del concepto de proteoma se cred

el término protedmica que se entiende como el estudio del proteoma.!

La secuenciacion completa del DNA ha sido uno de los avances mas importantes en las
ultimas décadas, lo que ha permitido conocer el genoma. Si bien las proteinas se encuentran
codificadas en el genoma, una mayor cantidad de mRNA no se puede relacionar directamente
con una mayor expresion de la proteina correspondiente ni las modificaciones que ésta posee.
El hecho de que el proteoma tenga una naturaleza dindmica (al contrario que el genoma, el
cual tiene una naturaleza estatica), aumenta la complejidad de su estudio ya que las proteinas
gue se expresan o modifican a lo largo de tiempo, cambiando su abundancia, estructura,
interacciones... Ademas estas proteinas pueden ser modificadas después de su traduccion

(modificaciones post-transduccionales).>?

Desde la creacidn del término protedmica se han desarrollado multitud de técnicas para
el estudio de las proteinas en distintos sistemas bioldgicos. En el reciente avance del estudio
del proteoma han influido de manera critica dos técnicas analiticas: en primer lugar la
espectrometria de masas (MS), con el desarrollo de las fuentes de ionizacidon suaves, como
electrospray (ESI) o matrix-assited laser desorption/ionization (MALDI), y la miniaturizacién y
automatizacidon de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Estas técnicas
proporcionan una poderosa herramienta en el estudio dindmico y espacio-temporal de las
actividades de las proteinas, pudiendo determinar de esta manera su misién en procesos

biolégicos y enfermedades.*

1.2. Estudio de las proteinas

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes y diversas. Estas estan presentes
en todas las células e intervienen en todos los procesos bioldgicos. Son polimeros de

aminodcidos, en los que cada residuo aminodcido estd unido al siguiente a través de un enlace



peptidico (Figura 1). En la naturaleza hay 20 aminodcidos que forman parte de las proteinas,

siendo todos ellos a-aminoacidos.®
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Figura 1: Estructura de un aminodcido. El grupo R o cadena lateral unido al carbono a es caracteristico de
cada aminodcido. Esquema de un enlace peptidico entre dos aminodcidos.

La funcién de las proteinas depende de su conformacién espacial y esta, a su vez, viene

determinada por la secuencia de aminoacidos que la forman.

La actividad de las proteinas no estd solamente controlada por la velocidad de sintesis y
degradacion de las mimas, sino también por procesos covalentes selectivos y especificos. Estas
modificaciones de caracter covalente son conocidas como modificaciones post-traduccionales
PTMs, las cuales modulan las interacciones moleculares, la localizacion de las proteinas y su
estabilidad.®*’Se conocen 300 tipos diferentes de PTMs de las que destacan la fosforilacion,
metilacion, glicosilacién, acetilacion o sulfonacion. Durante el proceso de modificacion la
proteina incrementa o disminuye su pero molecular con respecto al calculado segin la
secuencia de aminodcidos que ésta posee. Las modificaciones proteicas suelen ser no
homogéneas y a partir de un Unico gen puede llegar a obtenerse una gran cantidad de
productos diferentes como resultado de un splicing alternativo y la combinacién de distintas
modificaciones. Por tanto, la cantidad de proteinas con una Unica modificacién puede ser

solamente una pequefia fraccién de la cantidad de proteina total.?

Ademas de las PTMs, existen otras dificultades en el analisis de proteinas. Una de ellas es
el amplio rango dindmico de expresidn de dichas proteinas, pudiendo llegar éste a un rango
desde 1 a 10° proteinas por célula. Otra de las dificultades es el tamafio de del sistema que se
analiza, como por ejemplo una Unica célula, donde el contenido de proteina puede llegar a ser

del orden de pg.°
1.3.  Cuantificacidn de proteinas

El objetivo principal de la protedmica es la identificacién y cuantificacién de todas las
proteinas y sus variantes en cualquier tipo de célula bajo las caracteristicas de interés.! La
mayor parte de los primeros avances en proteomica estaban centrados en el desarrollo de

métodos de identificacion de una gran cantidad de proteinas.? A pesar de que las estrategias



desarrolladas en proteémica basadas en espectrometria de masas son capaces de identificar
un elevado numero de proteinas, muchos cambios producidos en un sistema biolédgico no se
pueden detectar con este tipo de técnicas de identificacidn; si no que es necesario

proporcionar una informacidén cuantitativa.™

Se describen a continuacioén las distintas metodologias para la cuantificacidon de proteinas

desde los métodos clasicos hasta los desarrollados recientemente.

1.3.1. Meétodos clasicos

Lo métodos clasicos estan basados en la separacién de proteinas empleando
electroforesis en gel de poliacrilaminda en 2 dimensiones (2D-PAGE, 2 dimensional
policarylamide gel electrophoresis).!? Esta técnica ha sido la mas eficaz en proteodica tanto
cualitativa como cuantitativa hasta la evolucién de la espectrometria de masas en este

campo.’®

Una vez realizada la separacidon se revela el gel empleando colorantes, moléculas
fluorescentes o isétopos radioactivos, lo que permite determinar de manera aproximada la
cantidad de proteina presente en el gel.? Pero el uso de esta técnica tiene importantes
limitaciones: es necesaria una elevada resolucidn en la separacién de las proteinas en el 2D
gel, esta limitado a proteinas abundantes y solubles en agua, no revela la identidad de las

proteinas separadas.’*

La técnica Western Blot consiste en el uso de anticuerpos marcados enzimaticamente a
fin de detectar la(s) proteina(s) de interés. Esta técnica requiere una separacion previa
mediante SDS-PAGE eliminando asi el uso de isdtopos radioactivos. Sin embargo tiene como
inconveniente la necesidad de patrones especificos y de un anticuerpo especifico para cada

proteina.®®

Por otra parte, se pueden cuantificar las proteinas de manera absoluta mediante la
técnica ELISA. Esta técnica consiste en un inmunoensayo enzimatico heterogéneo basado en la
deteccion de conjugados de un antigeno o anticuerpo con un enzima inmovilizados sobre una
fase sdlida. De manera que, al afiadir el sustrato del enzima se obtiene un producto coloreado
gue se puede cuantificar espectrofotométricamente. Esta metodologia tiene como desventaja
la necesidad de patrones especificos y anticuerpos especificos que reconozcan la proteina de

interés.'®



1.3.2. Espectrometria de masas

La reciente evolucién en la cuantificacion de proteinas se debe enormemente al
desarrollo de nuevas metodologias empleando espectrometria de masas. Durante anos la
espectrometria de masas ha sido la técnica analitica por excelencia para el andlisis de
biomoléculas. La elevada precisién de la medida permite distinguir entre especies muy
semejantes y, la espectrometria de masas en tandem (MSMS) permite la obtencion de

informacién estructural a partir de los iones moleculares que son aislados y fragmentados.?

Al contrario que en electroforesis en gel, las metodologias desarrolladas mediante
espectrometria de masas estan basadas en la separacion mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC) vy el analisis mediante espectrometria de masas molecular,
habitualmente ionizacidon por electrospray (ESI-MS) o también por matrix-assisted laser

desortion/ionization (MALDI-MS).>%”

Sin embargo, la espectrometria de masas molecular no es directamente un método
cuantitativo, puesto que la relacién entre la cantidad de proteinas o péptidos y la seial
obtenida en ESI y MALDI es compleja debido a la diferente eficiencia de ionizacidon de las

distintas proteinas o péptidos y la gran influencia de otras especies o sales presentes.?

Debido a esta limitacién, la mayoria de los métodos de cuantificacion empleando
espectrometria de masas molecular desarrollados hasta la fecha son relativos. La
cuantificacion empleando espectrometria de masas se basa en la medida de intensidad de

sefial de las muestras marcadas con isotopos estables o usando métodos libre de marcas.***®

1.3.3. Cuantificacidn relativa de proteinas empleando espectrometria de masas

En protedmica cuantitativa el marcaje con isétopos estables permite Ia
identificacién/cuantificacién de péptidos equivalentes y fragmentos peptidicos empleando un
determinado incremento en la masa debido a las marcas. La marca isotdpica no afecta a las
propiedades de la proteina o péptido marcado, sino que eluyen al mismo tiempo en la
columna de cromatografia de liquidos, seguido de un analisis mediante espectrometria de

masas.*>?0

El espectro de masas nos permite determinar la diferencia de masa existente entre los
péptidos o proteinas. La cuantificacion se lleva a cabo por comparacién de las intensidades de

la sefiales de los péptidos/proteinas sin marcar y marcados obtenidas en el espectro.'



De acuerdo con las propiedades de los reactivos marcados empleados, el marcaje con

isétopos estables puede dividirse en marcaje metabdlico, quimico y de catélisis enzimatica.?°
1.3.3.1 Marcaje metabdlico

La estrategia mas empleada para la introduccién de isétopos estables en proteinas
mediante marcaje metabdlico se realiza durante el crecimiento de la célula, se conoce como
SILAC (Stable Isotope Labeling by Aminoacids in Cell culture) y fue introducido por Mann en
2002.2 A continuacién, Figura 2, se muestra la incorporacién de marcaje isotdpico via

metabdlica.
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Figura 2: Marcaje metabdlico de dos lineas celulares cuyos proteomas se pretende comparar cultivados en
medios normales (color azul) y enriquecidos (color rojo). Analizando los péptidos resultantes de la digestion
enzimdtica mediante espectrometria de masas

El método consiste en sintetizar proteinas en un medio donde existe uno o varios
aminodcidos marcados isotdpicamente, que es incorporado en las distintas proteinas
expresadas gracias al metabolismo de las células del medio. Los aminoacidos mas empleados
son 3Ce-arginina (Arg) y BCe-lisina (Lys). Esto permite asegurar que al menos uno de los
aminodcidos de los péptidos tripticos contenga al menos un aminoacido marcado. Por lo que

se conoce la diferencia de masa introducida en los péptidos.*

Se emplean dos poblaciones de células: una en un medio que contiene aminoacidos sin
marcar o “ligeros” y otra en un medio con aminoacidos marcados o “pesados”. Ambas
poblaciones se mezclan pudiendo ser sometidas a métodos de separacién o purificacidon para

su posterior andlisis. De manera que los péptidos de distintas muestras, pueden ser

5



cuantificadas por comparacién de la intensidad de los picos de los péptidos “ligero” o sin

marcar y “pesado” o marcado.'®%

1.3.3.2. Marcaje quimico

Las proteinas y péptidos contienen una gran cantidad de grupos funcionales, como por
ejemplo los grupos amino o carboxilo. El marcaje se puede producir mediante una reaccion
guimica entre estos grupos funcionales y determinados reactivos macados isotopicamente. En

el mercado existen distintos tipos de marcadores isotdpicos de origen quimico.?

ICAT (Isotope-Coded Affinity Reagents)

Este método fue introducido por primera vez en 1999 para la comparacién cuantitativa
del nivel de expresion de determinadas proteinas extraidas de dos muestras distintas de un

mismo sistema bioldgico.??

Los reactivos ICAT, cuya estructura se muestra en la Figura 3, constan de tres partes: un
grupo de afinidad (biotina), empleado para la purificacion de péptidos marcados con el
reactivo; un grupo de unién, parte que puede incorporar los isétopos estables, y un grupo

reactivo, iodoacetamida, que reacciona con el grupo tiol de los residuos de cisteina.?®
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Figura 3: Estructura del reactivo ICAT con sus tres partes: marcador de biotina, grupo de union donde
se ubican los 8 dtomos de H en la version ligera o 8 dtomos de D en la pesada y grupo reactivo (iodoacetamida)

El procedimiento llevado a cabo es el siguiente: se poseen dos muestras de dos estados
celulares distintos, por ejemplo células sanas y enfermas, se tratan con los reactivos ICAT
“ligero” y “pesado”. Se mezclan ambas poblaciones y se digieren quimicamente. Los péptidos
obtenidos se separan por afinidad entre la biotina, que contenia el reactivo ICAT, y la
estreptavidina y se analizan por espectrometria de masas. La abundancia relativa entre el
estado sano y enfermo de los péptidos se determina por la relacidn de intensidades entre los

péptidos marcados con el reactivo “pesado” y el “ligero”.»®



iTRAQ (Isotope Tags for Relative and Absolute Quantification)

Siguiendo el éxito del marcaje ICAT, se desarrollaron una nueva generacién de reactivos
de marcaje isotdpico denominados iTRAQ, introducidos en 2003.2* Estos marcadores
contienen tres regiones (Figura 4): una regidn reporter, una regién de normalizacién y una

regién reactiva.®®
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Figura 4: Estructura del reactivo iTRAQ, marcador isobdrico. El grupo reporter presenta diferente masa en los
distintos reactivos de marcaje y esta diferencia de masa es compensada por el grupo compensador, de forma que
existe una region isobdrica donde la masa de los reactivos se mantiene constante.

El grupo amino reactivo de los marcadores iTRAQ reacciona covalentemente con el grupo
amino terminal libre y con los grupos amino de residuos de lisina.’® La introduccidn de estos
marcadores produce péptidos marcadores isobaricamente, por tanto no se distinguen en
masa. Solamente después de una fragmentacién mediante espectrometria de masas en
tdndem se distinguen estas marcas. Esta metodologia permite al mismo tiempo la

identificacién y la cuantificacion relativa.’*

1.3.3.3. Marcaje enzimdtico

Los péptidos pueden ser marcados con isétopos estables mediante digestién enzimatica.
Concretamente con una digestidn enzimatica con tripsina en presencia de H,0, de forma que
se cataliza el reemplazo de dos dtomos de 0 en el extremo C-terminal de los péptidos

proteoliticos por dos dtomos de 80,1920

La incorporacién de dos dtomos de 20 en el extremo C-terminal produce una diferencia
de 4 Da en la masa de los péptidos. Este método tiene como desventaja es la eficiencia en el

marcaje, ya que distintos péptidos se marcan en distinta extensién.*



1.3.4. Cuantificacion absoluta de proteinas empleando espectrometria de masas

La cuantificacién relativa explicada hasta el momento no proporciona informacién sobre
cantidad absoluta o la concentracién de las proteinas en muestras bioldgicas puesto que la
respuesta del espectrémetro es diferente para cada péptido/proteina y esta influenciada por

la matriz de la muestra.?

Los métodos basados en espectrometria de masas molecular empleando marcaje con
isdtopos estables permiten la cuantificacién absoluta por comparacién de la sefial del MS con
la de los estandares.?* Estos métodos son conocidos como AQUA (Absolute Quantification)® y
QconCAT (Quantification Concatamer).?® En ellos se usan proteinas o péptidos sintéticos
analogos al que se quiere determinar. La diferencia de masa entre el sintético y el natural
depende del is6topo pesado que se emplee para el marcaje, ambos eluyen juntos en una
separacién cromatogréfica y la eficiencia de ionizacion es la misma.'® Estos métodos tienen
como desventaja fundamental la necesidad del conocimiento de la secuencia de aminodcidos

de la proteina o péptido y la posterior sintesis de sus analogos marcados.*

1.4. HPLC-ICPMS

La espectrometria de masas elemental con fuente de plasma de acoplamiento inductivo es
una técnica ampliamente reconocida para el analisis no sélo de metales sino también de
compuestos organometdlicos y biomoléculas. Este técnica puede emplearse para el analisis de
proteinas ya que éstas contienen heteroatomos, elementos distintos a C, H, O y N, como por

ejemplo S, P, Se o metales.?%?’

La fuente de ICP, desarrollada a principios de los afios 80% consiste en un plasma a
elevada temperatura, entre 6000 y 10000 K, y esta formado por una elevada densidad de
electrones y atomos de Ar que se emplean para la volatilizacidn, atomizacidn e ionizacién de la
muestra. Todos los enlaces quimicos presentes en la muestra se rompen y los distintos
elementos/isétopos de los elementos se ionizan. Por tanto, las sefiales proporcionadas por el
ICP-MS son independientes de la estructura y directamente proporcionales a la cantidad del
elemento.? Esto hace necesario una separacion de las especies que contienen el elemento de
interés previa a su introduccién en el ICP-MS, puesto que éste es incapaz de diferenciar la

molécula de la que proceden los elementos detectados.®

El empleo de una fuente ICP para la ionizacidn permite una deteccién muy sensible y

exacta del heterodtomo de interés (S, P, Se,...) presente en el péptido o proteina.303!



La muestra introducida en el ICP-MS se encuentra, habitualmente, en forma liquida
después de una separacién mediante HPLC.*® El acoplamiento de la cromatografia liquida con

ICP-MS es sencillo, mediante una conexidn directa de la salida de la columna al nebulizador.*®

1.4.1. Andlisis de compuestos que contienen azufre

El azufre estd presente solamente en dos aminoacidos naturales: cisteina (Cys) y
metionina (Met). Estos tienen una abundancia acumulada de alrededor de un 5% sobre el total
de aminoéacidos presentes en las proteinas de un organismo eucariota.®® Esto provoca que
estadisticamente cada 20 aminodcidos en la secuencia de la proteina, 1 contiene azufre y por
tanto, muchos de los péptidos tripticos formados también lo contendran. Este hecho unido a
los bajos limites de deteccion que se pueden alcanzar con determinados equipos de ICP-MS,
minimos efectos de matriz, amplio rango lineal y medida de relaciones isotépicas, hacen de la

cuantificacion de azufre una metodologia alternativa para la cuantificacién de proteinas.?*

Sin embargo, existen problemas en la determinacién de azufre mediante HPLC acoplado a
ICPMS. En primer lugar, el elevado potencial de ionizacién del S (10,335 eV) conduce a una
baja eficiencia de ionizacién, alrededor de un 10%. Ademas, el azufre es un elemento que
presenta fondos muy altos. Por Uultimo, cabe destacar la existencia de interferencias
poliatémicas, las cuales aumentan los limites de deteccién para el elemento haciendo
necesario el uso de ICPMS especiales.3?3* Las interferencias poliatémicas derivadas de la
medida de S monitorizando m/z 32 se pueden separar del is6topo de interés mediante el
empleo de sistemas con alto poder de resolucién como el ICPMS de doble enfoque, que
permite eliminarlas. También se pueden eliminar empleando una celda de colision presurizada
con un gas, como por ejemplo oxigeno.??3> De este modo el 32S* reacciona con el oxigeno

formando 325'0* (m/z 48) permitiendo asi eliminar las interferencias producidas a m/z 32.%°

Basada también en el uso de una celda de colision con un gas reactivo en la
determinacidn mediante ICPQMS, el uso del ICPQQQ permite eliminar también las

293637 E| empleo de un triple

interferencias poliatdmicas pero de forma mads eficiente.
cuadrupolo permite trabajar en modo MS/MS, tipicamente empleado en masas molecular,
pero empleando la celda de colision no con el objetivo de la rotura de moléculas sino para la
formacion de nuevas especies mediante una reaccién.®® El equipo consta de dos cuadrupolos y

una celda de colision o reaccién que situada entre ambos.

La medida de compuestos de azufre empleando este equipo es la siguiente: el primer

cuadrupolo (Q1) actia como un filtro de masas, seleccionando Unicamente la m/z 32. De esta



manera pasaran tanto los iones correspondientes a 32S* como las interferencias (*°0°0*
BNYQ*, 1SN8QIH*, 1¥N'80"). La reaccidn del O, con los iones que llegan a la celda de colision y
la formacidn de los correspondientes dxidos, permite separar las interferencias de los iones de
interés, ya que la reaccion es mas eficiente con 32S* que con las correspondientes
interferencias poliatdmicas. En el segundo cuadrupolo (Q2) se fija la m/z 48, que se

corresponde con el ion 325'®0*. En la Figura 5 se muestra un esquema del proceso.

4 o )

Q1 (m/z=32) Q2(m/z=48) Detector

tions [N ¥ ——
All ions 'so

ﬁ i —_— — »i \\\\\

Main interferences at mass 48 Main interferences at mass 32
\ GTie ¥AIC VPUQOH VPV, “Ca '!O:- BNTO*. UN'YO'H*. “N'*0O* j

Figura 5: Esquema de funcionamiento del ICPQQQ en modo MS/MS para la eliminacién de las interferencias
poliatomicas en la medida de azufre

El primer nivel de seleccion producido al fijar en Q1 m/z 32, provoca que la medida en Q2
esté libre de las interferencias correspondientes a m/z 48, de manera que se reduce la sefal

del fondo y por tanto, los limites de deteccién obtenidos son mucho mas bajos.

1.4.2. Problemas en el acoplamiento entre HPLC e ICPMS

Como se ha comentado con anterioridad, es necesario el uso de una técnica de
separacion para la deteccion de biomoléculas mediante ICPMS, debido a que al destruirse las
diferentes especies en el plasma, no se puede distinguir la presencia de las diferentes especies

de un mismo elemento presente en muestras complejas.

Se han propuesto distintos acoplamientos al ICPMS. El primero de ellos es la ablacion
laser (LA) que se puede utilizar para el andlisis directo de elementos y relaciones isotdpicas de
cualquier clase de muestras sélidas.? En este caso la separacidon previa se realiza mediante

electroforesis en gel.

Sin embargo, el acoplamiento mdas empleado es con cromatografia de liquidos,
concretamente con fase reversa. A pesar de la sencillez del acoplamiento, las condiciones
cromatograficas limitan su aplicabilidad. EI empleo gradientes de fase reversa, donde el
contenido de materia orgdnica de la fase mdvil aumenta con la gradiente, afecta a la eficiencia

de ionizacidn del plasma y puede llegar incluso a apagarlo.® Se elimina este problema con la
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adicion de un flujo auxiliar de O, al plasma, lo cual requiere el uso de conos de platino. De esta
manera la materia orgdnica se destruye mds facilmente en el ICP. #2° Por otra parte, la
disminucién del flujo de introduccidon de la muestra con HPLC capilar y nano disminuye la

cantidad de materia organica introducida en el plasma. 38

Otra problematica del acoplamiento radica en la compatibilidad del flujo a la salida de la
columna cromatografica con el flujo requerido por el nebulizador.** Esta disminucidn de flujos
provoca que el acoplamiento entre HPLC capilar y el ICP se complique, debido a que los flujos
son muy inferiores a los requeridos por los nebulizadores convencionales (0,1-1 mL/min). El
empleo de un micronebulizador aumenta la eficiencia, puesto que se introduce toda la

muestra en el plasma.3® En la Figura 6 se muestra un esquema del acoplamiento.

Ademads, con el uso del nebulizador de consumo total se minimiza la influencia de la
eficiencia de ionizacion en la sefal obtenida mediante ICPMS, puesto que ésta puede
encontrarse afectada por la estructura del compuesto. De esta manera, se garantiza que la
respuesta instrumental es independiente de la especie, lo que es fundamental para el

desarrollo de metodologias de cuantificacién.?’

pump flow-splitter injector capillary column interface ICP MS
nebulizer  spray chamber
— 4 pL min!

Figura 6: Acoplamiento capHPLC-ICP-MS3°

1.4.3 Andlisis mediante dilucién isotépica

La dilucién isotdpica es un método primario, basado en la adicién de especies
enriquecidas isotépicamente en la disolucién que contiene el analito.*® El marcaje puede
realizarse mediante un método especifico, en el que se afade el analito marcado
isotdpicamente, para lo cual es necesario conocer la estructura del mismo. La introduccién
puede llevarse a cabo también, mediante un método inespecifico, donde la forma quimica del
trazador puede ser distinta a la de las especies que quieren determinar.? En este Ultimo, se

aflade un flujo constante que contiene la especie enriquecida isotépicamente.®
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Con esta segunda metodologia el marcaje isotépico se produce después de la separacién
cromatografica de las especies y se corrige por tanto cualquier variacion de la sensibilidad
producida durante el andlisis. Sin embargo, no corrige cualquier pérdida de analito que ocurra
antes de la mezcla del trazador con la muestra. Por tanto, la cuantificacién de las especies estd
condicionada por las etapas de preparacién de muestra (si la hay) y la obtencion de una

recuperacion cuantitativa en la separacién cromatografica.!

La adicion de un flujo post-columna de 3*S como trazador permite la cuantificacion
absoluta de los compuestos que contienen azufre, después de una separacidon cromatografica
de las distintas especies que contienen dicho elemento sin el empleo de un trazador especifico

para cada compuesto.

1.5 Venomica

En el estudio de la protedmica cuantitativa que se ha comentado a lo largo de la
introducciéon, uno de las aplicaciones en auge actualmente es el estudio de los venenos de
animales. Las secreciones venenosas son producidas por una gran variedad de especies
animales, tanto vertebrados como invertebrados, donde los mas destacados son las
serpientes, arafias y escorpiones. Normalmente, los péptidos y proteinas representan los
componentes mas abundantes y relevantes de estos venenos.**? La aplicacidn de las ciencias
“dmicas” (como la gendmica, transcriptémica, proteédmica, metaboldomica) al estudio de los
venenos ha provocado el nacimiento de una nueva rama, la venémica.*® Existen alrededor de
3150 especies de serpientes en todo el mundo (incluyendo los océanos), exceptuando unas

pocas islas, ambientes frios y de elevada altitud.**

El envenenamiento por mordedura de serpiente constituye un importante problema de
salud a nivel mundial, sobre todo en paises tropicales y subtropicales.*® La mortalidad debida a
mordedura de serpiente es dificil de estimar, debido a que en muchos de estos paises no se
informa sobre ello de forma adecuada. A pesar de esto existen estudios que estiman que hay
al menos 421.000 casos de envenenamiento y 20.000 muertes al afio. Estos datos, obtenidos a
partir de bases de datos incompletas y hospitales, se encuentran muy por debajo de los
valores reales. La incidencia real de la mordedura de serpiente a nivel mundial ronda los 2
millones y las muertes provocadas por envenenamiento las 100.000.%¢ A pesar de la existencia
de un tratamiento efectivo, la administracién de un suero antiofidico, la escasa produccion y
distribucion de antidotos eficaces, unido a la falta de recursos econdmicos de los paises

afectados no evita estas defunciones.*
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La protedmica ha revolucionado la investigacidn de la organizacién estructural y funcional
de los seres vivos. Un conocimiento detallado del proteoma de los venenos y sus efectos
patoldgicos son requisitos indispensables para identificar las toxinas responsables del cuadro
fisiopatoldgico del envenenamiento. La complejidad especifica de cada veneno radica no sélo
en el tipo y si no también en la abundancia de las toxinas que expresa. Por lo tanto, se
requieren nuevas estrategias protedmicas para dilucidar la composicién de los venenos de
serpientes y llevar a cabo su cuantificacién para asi poder determinar la efectividad de los
antidotos existentes, tanto comerciales como experimentales, en neutralizar las toxinas de
dichos venenos.*” Existen dos aspectos muy relevantes en la preparacion de los antidotos: la
seleccidon adecuada de las especies de serpiente para la recoleccién del veneno y la correcta
manipulacién, caracterizacion e identificacidon de los venenos. La identificacidn y cuantificacion
de las distintas especies que forman parte del veneno permite determinar con exactitud los

efectos que éste tendra sobre las victimas y la preparacion de antidotos més efectivos.*

El método comunmente empleado para la identificacidon y cuantificacién de proteinas
individuales o familias de proteinas presentes en muestras de veneno consiste en determinar
espectrofotométricamente las especies obtenidas de una separacién cromatografica previa
empleando fase reversa, monitorizando la sefial de absorbancia del enlace peptidico 215-220
nm.* Empleando la ley de Lambert-Beer (A=£cl, donde A es la absorbancia, € el coeficiente de
absortividad molar en M cm™, ¢ la concentracidn de la especie en M y | la longitud de paso
Optico en cm) se obtiene como resultado el “porcentaje de enlace peptidico total presente en
el pico cromatografico). Cuando coeluyen varias especies en el mismo pico cromatografico,
estas se determinan por densiometria después de una separacién mediante SDS-PAGE con un
revelado empleando tincion con Coomassie. Mientras que, la presencia de distintas especies
en la misma banda del gel se estima mediante las intensidades de los iones relativas de los tres
iones de los péptidos mdas abundantes asociados a cada proteina obtenidos mediante
espectrometria de masas en tandem. Esto proporciona el porcentaje en peso de los

componentes del veneno.

El empleo de esta metodologia de cuantificacidn implica el conocer con exactitud el valor
de € para cada una de las proteinas, siendo este un dato dificil de calcular ya que, no solo
depende de la cantidad de enlaces peptidicos sino de los aminoacidos que conforman la
especie. Por lo tanto, dependiendo de la secuencia de aminodcidos que conforme la proteina,
las abundancias obtenidas a partir de las medidas espectroscdpicas estaran mds o menos
alejados del valor real.* Esta desventaja hace necesario el desarrollo de nuevas metodologias

de cuantificacidn de proteinas mas exactas.
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2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de una metodologia de cuantificacion

absoluta de proteinas empleando capHPLC-ICP-QQQ sin la necesidad de emplear patrones

especificos y su aplicacién a la cuantificacion de compuestos de azufre en muestras reales, en

este caso venenos de serpiente.

Para llevar a cabo este objetivo analitico global se abordaran los siguientes objetivos

parciales:

Optimizacién de la separacién cromatografica de las distintas especies de azufre que
se encuentran en la muestra.

Identificacion de las especies presentes en la muestra y determinacién de la
estequiometria S/proteina mediante ESI-QTOF.

Cuantificacién de las proteinas intactas contenidas en la muestra empleando un

patrdn genérico que contiene azufre, un flujo post-columna de %S e ICPMS.

Por otro lado, desde el punto de vista académico, mediante este Trabajo Fin de Master se

pretende:

Conocer los fundamentos y manejo de las técnicas instrumentales empleadas, en este
caso cromatografia de liquidos, espectrometria de masas elemental y espectrometria
de masas moleculary

Familiarizarse con el andlisis mediante dilucién isotdpica.

Desarrollar la capacidad critica para la correcta interpretacidon de los resultados
obtenidos, pudiendo sacar conclusiones de los mismos.

Desarrollo de la capacidad de trabajo tanto individual como en equipo y la capacidad

de solucionar problemas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacién y reactivos

3.1.1. Instrumentacion

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo con un sistema HPLC capilar Agilent
1200 series (Alemania). La columna cromatografica usada es una BlOshell™ A400 protein C4
(Sigma- Aldrich, Suiza) de 15 cm de longitud, 0,3 mm de diametro interno y 3,4 um de tamanio
de particula. Los cromatogramas se realizaron a elevada temperatura, para ello se emplea un

horno de columna Spark Holland (Mistral, Paises bajos).

El flujo post-columna se aflade empleando una jeringa Hamilton de 1 mL acondicionada
por una bomba de jeringa digital KDS 410 (KD Scientific, EEUU). Para ello se emplea un
conector en forma de T de 1/32” (Upchurch, EEUU) con un volumen muerto nulo. A esta T se
unen el capilar que proviene de la columna (50um d. i.) y el que proviene de la bomba de
jeringa (100 um d.i.), al mismo tiempo la T se conecta al nebulizador mediante un capilar (75

um d. i.). El montaje experimental descrito se observa en la Figura 7.

Figura 7: Montaje experimental del acoplamiento de cromatografia y dilucion isotdpica post-columna

Se empled un ICP-MS triple Quad 8800 de Agilent (Japdn), Figura 8. El acoplamiento entre
el capHPLC y el ICP se llevd a cabo con un nebulizador de consumo total de Agilent. El gas
portador es Argon con un flujo de gas opcional de O, que se afiade directamente a la cdmara

de nebulizacién. Como gas de reaccién se emplea O..
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Figura 8: Esquema de los componentes del ICPQQQ

Para la identificacién de las proteinas contenidas en la muestra de veneno se emplea un
equipo ESI-QTOF Impact [I™ Bruker corporation (Bremen, Alemania). Este equipo se acopla al

sistema de capHPLC descrito con anterioridad.

3.1.2. Reactivos y material

Las disoluciones se preparan con agua MilliQ empleando un sistema ChemlLabour
Millipore (EEUU) con un filtro de 0.22 um. El acetonitrilo Optima LC/MS de Fisher Scientific
(EEUU) se emplea como fase mévil B en la separacién cromatografica. Como par idnico para la
separacion se emplean 4acido férmico suministrado por Merk KGaA (Alemania). El patrén
certificado de S para ICP de 1000 mg L fue suministrado por Merck (Alemania). Para la
cuantificacion de compuestos de azufre se emplea como patrén interno BOC-Metionina-OH
(BOC-Met) proporcionada por Sigma-Aldrich (Suiza). El patrén enriquecido de S (98,80%)

empleado en el flujo post-columna esta suministrado por ISOFLEX USA (EEUU).

Las muestras reales utilizadas son proporcionadas por el Dr. Juan José Calvete, director
del laboratorio de vendmica estructural del instituto de Biomedicina de Valencia (Espafa) en

forma de liofilizado y son almacenadas a -20 °C hasta su uso.

3.2.  Procedimiento

3.2.1. Preparacion de disoluciones

Fases moéviles de fase reversa: Fase mévil A se prepara afiadiendo 1 mL de acido férmico
en 500 mL de agua MilliQ (0,2%). La fase mévil B empleada se prepara por adicién de 600 pL

de acido férmico en 300 mL de acetonitrilo (0,2%).
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Disolucidn del patron de BOC-Met: se disuelven 3 mg en 1 mL de agua MilliQ.

Tratamiento de muestras reales: las muestras de veneno se reciben en forma de
liofilizado. Para su disolucion se toma el total de veneno que se solubiliza en agua Milli Q, esta
disolucién resultante de centrifuga durante 2 min a 13000 rpm. Se toma el sobrenadante del

que se hacen alicuotas para su almacenamiento a -20 °C.

3.2.2. Parametros instrumentales
Se exponen a continuacién, Tabla 1y

Tabla 2, los parametros empleados durante el andlisis tanto del ICP-QQQ como del ESI-QTOF.

Tabla 1: Pardmetros de medida del ESI-QTOF

Parametro Unidades  Valor
End plate offset \ 500
Capillary Vv 4000
Nebulizer psi 4,4
Dry gas L/min 3,0
Dry temperature °C 200
300-

Mass interval 3000
Spectra rate Hz 1,0

Tabla 2: Condiciones experimentales del ICP-QQQ

Parametro Unidades Valor
ICP-MS RF W 1550
Sampling depth mm 8
Carrier gas flow rate L/min 0,85
Makeup gas flow rate L/min 0
Option gas flow rate L/min 0,16
Cell gas 0,
Cell gas flow rate mL/min 0,25
Extraction Extract 1 Vv -3
lens Extract 2 Vv -190
Omega \Y 8,7
Omega Bias Vv -100
Q1 Bias Vv -1
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Certificacion de los estandares de azufre

Antes de comenzar con la cuantificacién de proteinas, es necesaria la certificacion del
contenido de azufre de los estdndares empleados, tanto el trazador de 34S como el patrén
genérico (BOC-Met). Para la certificacion de la concentracion del trazador se emplea la dilucién
isotdpica empleando para ello un patrén de S inorgdnico. Mientras que para la determinacién
de la concentracion del BOC-Met se realiza una curva de calibrado utilizando, también, un

patrén de S inorgdnico.

4.1.1. Certificacidon del trazador de 34S mediante IDA

Como resultado de las diferencias en la eficiencia en la extraccion, en la transmisién y la
detecciéon de los iones en funcidon de su masa, las medidas de las relaciones isotdpicas
mediante ICP-MS muestran una desviacién con respecto al valor real. Este efecto, conocido
como discriminacion de masa, se produce por una transmisidon preferencial de los isétopos

m4ds pesados y debe ser compensado en la medida de las relaciones isotdpicas.*

Existen distintas formas de determinar este factor de discriminacidn de masa. La primera
de ellas es emplear un patrén interno. Se emplea como patrén interno un elemento con una
masa similar del cual se conocen con exactitud sus relaciones isotépicas. Este patrén se afiade
a la muestra, de manera que este elemento sufrird una discriminaciéon de masa similar a la del
elemento de interés. El factor de discriminacion (K) calculado empleando esta metodologia, se
aplica a la medida de las relaciones isotdpicas del elemento que se estudia. La segunda
metodologia de determinacién de este factor es la estandarizacién externa. En ella se calcula
del factor de discriminacion para una disolucion que contiene un patréon isotépico del
elemento de interés del cual se conocen con exactitud su composicidn. Finalmente, este factor

de aplica a la medida de las relaciones isotdpicas del elemento bajo estudio.

El empleo de una estandarizacién externa tiene como desventaja la variacion que puede
sufrir el factor de discriminacidn con el tiempo. Esto no ocurre con el uso de un patrén interno
sobre la muestra, ya que el patrén y la muestra se analizan al mismo tiempo. Para la obtencion
de unos resultados mas exactos con un patrén externo se mide la muestra precedido y seguido
por el patrdn, esto se conoce como bracketing. Con la medida del patron antes y después de la
muestra se obtienen dos valores de K, que reflejan la variacién de éste con el tiempo,
empleando una media de los dos para la correccidn de las relaciones isotdpicas medidas en la

muestra.
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Para el cdlculo del factor K se emplea un patrén de S natural analizado al principio vy al
final de las medidas, cuatro réplicas para cada uno. Con esto se determina el factor K
evaluando su estabilidad con el tiempo. Por otra parte, se analizan 3 disoluciones del trazador
de 34S y 3 muestras de una mezcla de la disolucién del trazador y el patrén de S natural,
también cuatro réplicas de cada una (Figura 9). Las medidas se realizan mediante Inyeccién en

flujo (FIA) empleando como gas portador Argon 0,85 L/min y el nebulizador de consumo total.

1 DDE+DE

Inte s idad [cps)

4 D0EA0S

534-% 50

Figura 9: FIAgrama del trazador (s), la mezcla (m) y el patrén de S empleado para el cdlculo del factor de
discriminacion (K). Se miden tres disoluciones distintas tanto del trazador como de la mezcla, con cuatro réplicas
para cada una.

El factor de discriminacidon de masa, que se emplea para la correccién de las relaciones
isotépicas. A partir de las medidas corregidas en el trazador (s1, s2, s3) se determinan las
abundancias isotdpicas de S en el trazador. Finalmente a partir de las medidas de las relaciones
en la mezcla (m1, m2, m3) y la ecuacién de la dilucién isotdpica (Ecuacién 1)*° se calcula la
concentracion de 34S en el trazador.

W Aws AE Rp— R
W Aw; AP 1— RyRg

Cs =C;

(Ecuacion 1)

Donde, C; es la concentracion de azufre en la muestra, C; la concentracion de azufre en el
trazador, Ws y W; corresponden al peso de la muestra y el trazador respectivamente, Aws y Aw;
los pesos atémicos de la muestra y el trazador, A’ |la abundancia de 3/S en el trazador, A® la
abundancia de 32S en la muestra, Rm la relacidn 32S/3*S en la mezcla, R la relacion 32S/3%S en el

trazador y R es la relacién 3*S/3%S en la muestra.
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Como ya se ha comentado anteriormente, antes de la aplicacién de la ecuacién 1, es

necesario determinar el factor de discriminacion K, segun la Ecuacién 2°!

In (Rew) =K - AM (Ecuacién 2)

teo

Donde Rex €s la relacién isotdpica de azufre experimental y R la relacién tedrica, K el
factor de discriminacién de masa que se pretende calcular y AM la diferencia de masa entre los

isdtopos.
Las abundancias isotdpicas de la muestra (A%), se calculan segln la siguiente ecuacién:

b = 100
b=
X Rs

(Ecuacion 3)

En la ecuacién anterior, A’ corresponde a la abundancia del isétopo de referencia en la

muestra en porcentaje y R; las relaciones isotdpicas de S.

El peso atémico del azufre en el trazador (Aw:) se calcula teniendo en cuenta las
abundancias isotdpicas de los distintos isdtopos de azufre, haciendo una media de las tres
medidas de la disolucion de trazador estudiadas. Los resultados obtenidos son los siguientes:

2,128% 325, 1,101% Sy 96,772% **S.

A partir de los datos mostrados en la Figura 9, las ecuaciones anteriores y sabiendo que la
concentracién del patron de azufre natural es de 8,693 ppm, se obtienen los resultados

recogido en la Tabla 3.

Tabla 3: Resultados experimentales obtenidos para el cdlculo de la concentracion de S en el trazador

isotgsl{::’z‘:ﬁzs isotgsl{::’;gf"zs K (%) ws Wt As¥S As®S  As™s (P;fn)
k 0,048 0,0081 -3,5 - - - - - -
s1 46,876 0,4610 - - - 2,538 1,102 96,360 -
s2 43,011 0,5500 - - - 2,099 1,099 96,802 -
s3 52,571 0,6515 - - - 1,747 1,101 97,152 -
ml 1,195 - - 0,2111 0,2061 - - - 9,801
m2 1,221 - - 0,2083 0,2062 - - - 9,606
m3 1,259 - - 0,205 0,206 - - - 9,637
k 0,047 0,0084 -4,9 - - - - - -

El factor de discriminacion de masa (K) se calcula teniendo en cuenta los valores
obtenidos para todas las relaciones isotépicas, es decir, 3*S/3%S y 335/32S. El factor K aplicado
para la correccién de las relaciones isotépicas es la media de los valores de K obtenidos al

comienzo y al final.
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Segun los datos de la tabla anterior y la ecuacién 1, se calcula la concentracion de azufre
en el trazador para cada una de las disoluciones. El resultado final obtenido para la

concentracion de azufre en el trazador con su incertidumbre se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Concentracion del trazador de 34S calculada empleando dilucién isotdpica. La incertidumbre
corresponde a una desviacion estandar (n=3)

[S] ppm
trazador 9,68 +0,11

4.1.2. Certificacién del patrén interno BOC-Metionina

El patron interno de azufre empleado para la cuantificacién, se certifica mediante
calibracion externa empleando otra vez el sistema de microinyeccién en flujo. Se prepara un
calibrado con un patrén de S natural de concentraciones 0, 25, 50, 200, 200 y 300 ppb de S,
cada disolucion se mide 4 veces (Figura 10). Posteriormente se calcula la concentracién de S de
la disolucion de BOC-Met a partir de la representacién de la intensidad de los puntos del
calibrado frente a la concentracién. Cabe destacar que es posible calcular la concentracion de
BOC empleando una recta de calibrado con S inorgdnico debido a que la respuesta del

instrumento es independiente de la especie.
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Figura 10: FIAgrama del calibrado de S y disolucion de BOC-Met

A partir de los datos extraidos de la figura anterior y sabiendo que la concentracién real

de las disoluciones son: 0, 22, 43, 82,169 y 271 se crea la curva de calibrado correspondiente

(Figura 11).
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Figura 11: Curva de calibrado de S inorgadnico.

Con los datos obtenidos de la curva de calibrado y los valores de intensidad de las réplicas

de la disolucidon de BOC-Met, se calcula la concentracién de ésta (Tabla 5).

Tabla 5: Concentracion de BOC-Met. La incertidumbre corresponde a una desviacion estandar (n=4)

[S] ppb
BOC-Met 157 3

4.2. Optimizacion de la separacion cromatografica

Se describe a continuacién la optimizacidn de la separacion de las distintas especies que
contiene azufre presentes en las muestras reales. Existen ciertos pardmetros que se pueden

modificar en cromatografia de liquidos con el objetivo de conseguir mejores separaciones.

La eficiencia de la columna cromatografica se expresa en funcion del numero de platos
tedricos (N), que se define como N= H/L, donde H es la altura de plato tedrico y L la longitud de

la columna. Mientras que el término H se define segun la ecuacidon de Van Deemter:>?

H=A+ §+ (Cy+ Cs)-u (Ecuacion 4)

Donde, A es el término de difusién de Eddy, B la difusién longitudinal y Cw y Cs se refieren
a la resistencia a la transferencia de masa, la resistencia a la transferencia de masa en la fase
movil y estacionaria respectivamente, y u es la velocidad lineal de flujo. A diferencia de
cromatografia de gases, donde el valor del coeficiente de difusién de la fase movil es elevado,
el término B afecta en mucha menor medida al valor de H que los demas términos. Por tanto,
los términos que se deben tener en cuenta para conseguir una altura de plato tedrico menor,

es decir, una mayor eficiencia son los términos Ay C.
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El término A de difusidn se reduce considerablemente con el tipo de columna empleada.
La fase estacionaria de la columna estd formada por particulas con un nucleo sdlido rigido
recubierto de una capa porosa que contiene los grupos C4. Una fase estacionaria mas
compacta debido a este tipo de particulas junto con la presencia de un nucleo solido en las
mismas, hacen que la diferencia entre las trayectorias de difusion de los analitos sean mas
cortas, por tanto se reduce el término de difusidn A. La Figura 12 , se muestra un esquema con
las diferencias en el término A de la ecuacién de Van Deemter con el empleo de particulas
convencionales y las nuevas particulas con nucleo sélido. Ademas, el empleo de una columna
con un didmetro menor (capilar), hace que la diferencia existente entre los posibles caminos
tomados por los analitos sea mucho menor que con el empleo de columnas convencionales,

debido a la disminucién del efecto muro.
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Figura 12: Efecto sobre el término A de la Ecuacion de Van Deemter con el uso de una columna capilar.
Fuente: SigmaAldrich

Otro factor a tener en cuenta en la optimizacion de la eficacia es la temperatura que, a
pesar de no tener tanta influencia como en cromatografia de gases, aumenta el poder de
elucion de la fase movil, reduciendo el tiempo de analisis y el porcentaje de fase orgdnica
necesaria para la elucidon de los compuestos. Esto se debe a la influencia de la temperatura en
la viscosidad y la difusidn de la fase movil, que afecta al término C de la ecuaciéon de Van
Deemter. Un aspecto importante a tener en cuenta al modificar la temperatura es la posible
degradacion tanto de la fase estacionaria de la columna como la de los analitos de interés. En

este caso la degradacién de los compuestos no es tan importante, puesto que éstos son
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destruidos en el plasma, persistiendo la informacion elemental. Por lo tanto, los parametros a
optimizar segun lo explicado siguiendo la ecuacién de Van Deemter son: la temperatura, las
fases moviles de fase reversa empleadas, el gradiente y el flujo de fase mdvil. Tanto la
temperatura, como las fases mdviles y el par idnico éptimos para la separacion empleado
fueron determinadas en estudios anteriores en el grupo de investigacidon®?, siendo estos 80 °C,

fase movil A Agua/acido férmico 0,2% y fase moévil B ACN/acido férmico 0,2%.

4.2.1. Naja nigricollis

El analisis de muestras complejas empleando ICPMS hace necesario, como se detalla en el
apartado 1.4, una separacion previa de las especies presentes en la muestra, debido a la
naturaleza del instrumento. Por tanto, el primer paso para la cuantificacion de las

biomoléculas es la optimizacidn de la separacion cromatogréfica.

Se realiza un estudio de las mejores condiciones de separacion modificando el gradiente
empleado y el flujo de fase mévil. En la Figura 13 se encuentran algunos de las separaciones

llevadas a cabo.
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Figura 13: Optimizacion de la separacion cromatogrdfica para la muestra N. nigricollis modificando el
gradiente y el flujo de fase maovil, empleando una columna C4 a 800C

A continuacidn, Tabla 6, se recogen las condiciones de la separacion para cada uno de

los cromatogramas anteriores.

Tabla 6: Condiciones cromatogrdficas de los cromatogramas de la Figura 13 para la muestra N. nigricollis.

A B C D E
tiempo (min) %B tiempo (min) %B tiempo (min) %B tiempo (min) %B tiempo (min) %B
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
5 2 5 2 5 2 5 2 5 2
13 10 13 10 13 10 13 10 13 10
41 30 53 30 53 30 63 30 63 30
48 90 60 90 60 90 70 90 70 90
53 90 65 90 65 90 75 90 75 90
56 2 68 2 68 2 78 2 78 2
Flujo (uL/min) 3,5 Flujo (uL/min) 3,5 Flujo (uL/min) 4,5 Flujo (uL/min) 4,5 Flujo (uL/min) 3,5
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A la vista de los cromatogramas obtenidos y la complejidad de la muestra se debe llegar a
una situacién de compromiso que proporcione la mejor separacién para todas las especies. Se
elige como mejor separacién el cromatograma E de la Figura 13 debido a que con esta

separacion se consigue la separacidon de un mayor niumero de especies.
4.2.2. Micropechis ikaheka

Andlogamente a la muestra anterior, se realiza un estudio de las mejores condiciones de
separacion modificando el gradiente y el flujo de fase mévil empleadas en la cromatografia. En

la Figura 14 se muestran algunos de los cromatogramas obtenidos.
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Figura 14: Optimizacion de la separacion cromatogrdfica para la muestra Micropechis ikaheka modificando el
gradiente y el flujo de fase maovil, empleando una columna C4 a 80°C
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En la, Tabla 7 se recogen las condiciones para cada uno de los cromatogramas mostrados

en la figura anterior.

Tabla 7: Condiciones cromatogrdficas de la optimizacion de la separacion para la muestra Micropechis Ikaheka. Los
cromatogramas correspondientes se muestran en la Figura 14

A B C D E
tiempo (min) %B tiempo (min) %B tiempo (min) %B tiempo (min) %B tiempo (min) %B
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
5 2 5 2 5 2 5 2 5 2
13 10 13 10 13 10 13 10 13 10
46 30 63 30 63 30 80 30 113 30
53 90 70 90 70 90 87 90 120 90
58 90 75 90 75 90 90 90 125 90
62 2 78 2 78 2 92 2 128 2

Flujo (uL/min) 4,5 Flujo (uL/min) 3,5 Flujo (uL/min) 4,5 Flujo (ul/min) 4,5 Flujo (uL/min) 4,5

A partir de los cromatogramas obtenidos con las condiciones empleadas se toman como
mejores condiciones de separacién las correspondientes al cromatograma B recogido en la
Figura 14. Debido a la complejidad de la muestra y el elevado nimero de especies contenidas
en la muestra se debe llegar a una situacién de compromiso entre las distintas especies, de
manera que con un solo cromatograma se obtenga la mayor cantidad de informacidn posible.
De nuevo, la eleccidon de estas condiciones de separacion se debe a la separacion de un

numero mayor de especies, aunque éstas no se encuentren completamente resueltas.

4.3. Calculo del Flujo masico empleando IDA post-columna

Como ya se ha comentado en la introduccion, con el objetivo de corregir los cambios de
sensibilidad asociados al gradiente cromatografico de fase reversa, se emplea dilucidn
isotdpica post-columna. Para ello, se afiade un flujo constante de un trazador de 3*S después
de la columna. La correccidn se lleva a cabo calculando la relacién entre la sefial de 32S y la
sefial de 3%S, para ello se monitoriza la sefial de las transiciones 32248 y 34->50. A modo de
ejemplo, se muestra en la Figura 15iError! No se encuentra el origen de la referencia. Un
cromatograma de intensidades donde se aprecia este aumento de la sensibilidad y el
cromatograma con correccion de sensibilidad que se obtiene representando la relacion de las

sefiales correspondientes a las transiciones 32248 y 34->50.
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Figura 15: Cromatogramas de una muestra real. A) Cromatograma sin correccion de la sensibilidad de 32S (linea azul)
y 34S (linea roja). B) Cromatograma después de corregir el aumento de sensibilidad con la relacidn 325/34S. Las
separaciones se llevaron a cabo empleando fase reversa, con una columna C4 a 80°C, empleando como fases
moviles agua y ACN 0,2% dcido formico, con un gradiente de 0-2, 5-2, 13-10, 53-30, 60-90, 65-95, 98-2 (Tiempo, %
fase movil B)

Ademas, es necesario transformar el cromatograma de la relacién isotdpica con el tiempo
en flujo masico, de manera que se pueda obtener la cantidad de azufre con la integracion de

cada pico cromatografico. La transformacion se lleva a cabo con la siguiente ecuacion:

Awy, AP Ry—R;
Aw; A% 1- RyRn

M,, = C,-d; - f;

(Ecuacion 5)

Donde My, es el flujo masico de la muestra en ng S/min, C:la concentracion de trazador, f;
el flujo del trazador en mL/min y d: la densidad del trazador en g/mL. De manera que después
del empleo de la ecuacidn anterior la integracién de cada uno de los picos cromatograficos nos

proporciona la masa del elemento monitorizado, en este caso la cantidad de S.
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4.4. Calculo de la recuperacion cromatografica

Al cuantificar por integracion directa de los picos del cromatograma de flujo masico, es
necesario tener en cuenta la recuperacion de la columna, puesto que este factor afecta a la
concentracién de proteina calculada. Por lo tanto, es necesario asegurar que bajo las
condiciones de medida, la recuperacién cromatografica es cuantitativa para cualquier especie.
Debido a la complejidad de nuestras muestras y la falta de patrones especificos para cada una
de las especies, no es posible el calculo individual para cada especie. Sin embargo, es posible
calcular la recuperacién para todas las especies presentes en la muestra sin necesidad de
patrones especificos. Con el objetivo de demostrarlo se llevan a cabo dos andlisis para las
muestras: un analisis cromatografico y un andlisis directo por inyeccién en flujo. Ambos, el
cromatograma y el FIAgrama se convierten en flujo madsico. La integracién de todos los picos
cromatograficos nos proporciona la cantidad de S total que eluye de la columna. La
comparaciéon de esta cantidad con la obtenida de la integracion del Unico pico de S obtenido
en FIA (todas las especies llegan juntas al plasma) proporciona la recuperacién de proteina de
la columna empleando la ecuacidn siguiente.

Area cromatografia
Area FIA

Recuperacion (%) = 100 (Ecuacién 6)

Evidentemente, la Ecuacion 6 sdlo es valida cuando se asegura la sensibilidad constante a

lo largo de todo el gradiente. Esto se consigue empleando la dilucidn isotdpica post-columna

4.4.1. Naja nigricollis

Aplicando lo explicado se calcula la recuperacion cromatografica para la primera de las
muestras, Naja Nigricollis, realizando un FIA donde se inyectan un blanco y la muestra (cuatro
veces cada uno de ellos) y una separacién cromatografica (por duplicado). El cromatograma y

FIAgrama obtenidos se muestran en la Figura 16 y Figura 17.
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Figura 16: FIAgrama de la muestra N. nigricollis con un flujo de 6 uL/min de fase mavil, un flujo post-columna de
trazador (798 ppb) de 1,5 uL/min. A la izquierda FIAgrama de las sefiales de 32S (linea azul) y 34S (linea roja). A la
derecha conversion del FIAgrama a flujo mdsico
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Figura 17: Cromatograma de la muestra N.nigricollis. A la izquierda cromatograma de las sefiales de 32S (linea azul)

y 34S (linea roja). A la derecha conversion del cromatograma a flujo mdsico. Las separaciones fueron llevadas a cabo

empleando una columna C4 a 80°C, con un flujo de fase mévil de 4,5 ul/min, fase mévil A agua/0,2% dcido férmico y

fase mévil B ACN/0,2% dcido férmico, con un gradiente de fase reversa de 0-2, 5-2, 13-10, 63-30, 70-90, 75-90, 78-2
(tiempo - % fase movil B) y un flujo post-columna de trazador (798 ppb) de 1,5 uL/min

Por integracion del FIAgrama anterior obtenemos la cantidad de azufre en la muestra y
en el caso del cromatograma obtenemos la cantidad de azufre que eluye de la columna,
empleando la Ecuacién 6 se calcula la recuperacidn cromatografica que se encuentra recogida

en la Tabla 8.

Tabla 8: Recuperacion cromatogrdfica de la muestra N. nigricollis. La incertidumbre se corresponde con una
desviacion estdandar (n=2).

Naja Nigricollis
Recuperacion (%) 97 £3

Como se observa en la tabla anterior, el resultado obtenido demuestra que la

recuperacion cromatografia es cuantitativa en las condiciones de medida.
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4.4.2. Micropechis ikaheka

De la misma manera que en el caso anterior, se calcula la recuperacién para la muestra
Micropechis ikaheka siguiendo el mismo procedimiento. A continuacién, Figura 18 y Figura 19,

se muestran el FIAgrama y cromatograma para dicha muestra real.
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Figura 18: FIAgrama de la muestra Micropechis ikaheka con un flujo de 6 uL/min de fase méovil, un flujo post-
columna de trazador (798 ppb) de 1,5 uL/min. A la izquierda FIAgrama de las sefiales de 32S (linea azul) y 34S (linea
roja). A la derecha conversion del FIAgrama a flujo mdsico
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Figura 19: Cromatograma de la muestra Micropechis ikaheka. A la izquierda cromatograma de las sefiales de
325 (linea azul) y 3*S (linea roja). A la derecha conversién del cromatograma a flujo mdsico. Las separaciones fueron
llevadas a cabo empleando una columna C4 a 80°C, con un flujo de fase mévil de 4,5 uL/min, fase maévil A agua/0,2%
dcido formicoy fase mévil B ACN/0,2% dcido férmico, con un gradiente de fase reversa de 0-2, 5-2, 13-10, 63-30,
70-90, 75-90, 78-2 (tiempo - % fase mévil B) y un flujo post-columna de trazador (798 ppb) de 1,5 uL/min

A partir de los resultados mostrados en las figuras anteriores se calcula la recuperacion

cromatografica (Tabla 9) del mismo modo que con la muestra anterior.

Tabla 9: Recuperacion cromatogrdfica de la muestra Micropechis lkaheka. La incertidumbre se corresponde
con una desviacion estandar (n=2).

Micropechis lkaheka
Recuperacion (%) 98+5

En este caso, la recuperacion cromatografica para esta muestra es de nuevo cuantitativa.
Estos resultados de recuperacion cuantitativa son muy importantes ya que este parametro es
uno de los limitantes para llevar a cabo cuantificacion de proteinas mediante analisis de la

proteina intacta.
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4.5. Identificacién de las distintas especias mediante espectrometria de
masas molecular

Ademas del andlisis elemental de ICP-MS se lleva a cabo en paralelo un analisis molecular
empleando ESI-QTOF con las condiciones cromatograficas optimizadas para cada muestra.
Como se ha comentado, una de las desventajas del uso de ICP es la pérdida de informacion
estructural de las especies. Este problema se soluciona con un analisis mediante
espectrometria de masas molecular con una fuente de electrospray, que permite la
identificacion de las especies por determinacion de la masa exacta de cada una de las especies
presentes en la muestra (y en el caso de ser requerido un andlisis estructural por MSMS). Una
vez obtenidos los valores de masa exacta se comparan con los valores de masa calculados para
cada muestra, que se encuentran en la base de datos del “National Center for Biotechnological

Information” (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov). Una vez conocida la secuencia de aminodcidos de

las proteinas presentes en la muestra, se puede transformar la cantidad de azufre de cada uno

de los picos cromatograficos en cantidad de proteina de una manera sencilla.

4.5.1. Naja nigricollis

El andlisis mediante espectrometria de masas molecular se llevan a cabo usando las
misma condiciones cromatograficas elegidas en el apartado 4.2.1. En la Figura 20 se muestra el
cromatograma obtenido con ESI-QTOF, con la numeracion correspondiente a las proteinas

identificadas, que se proporcionaran mas adelante en la Tabla 10.
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Figura 20: Cromatograma obtenido mediante ESI-QTOF empleando una columna C4, 80 °C, un flujo de 3,5
uL/min y un gradiente de 0-2, 5-2, 13-10, 63-30, 70-90, 75-90, 78-2 (tiempo, % fase mavil B)
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En la figura anterior se encuentra el cromatograma obtenido en las condiciones dptimas
elegidas con el ICP empleando ESI. En el cromatograma muestra las 47 especies encontradas.

Para su identificacion mediante bases de datos es necesario el cdlculo de la masa exacta.

Al tratarse de una fuente de electrospray se producen iones con multiples cargas de cada
una de las especies presentes en la muestra, de manera que en el espectro de masas se
aprecian diferentes m/z de la misma proteina que se corresponden con las cargas del ion
formado (patrdon de cargas). Si la resolucién del equipo es suficiente y la masa de la proteina
no demasiado elevada, se puede obtener en las distintas m/z el patron isotdopico de la
proteina. Esto permite el calculo de la masa exacta de dos maneras diferentes: empleando el

patrén isotdpico o el patrén de cargas en caso de que la resolucidn no sea suficiente.

Empleando el patrdn isotépico el procedimiento a seguir es el siguiente: se calcula la
carga de la especie por diferencia entre los picos. La diferencia entre dos picos contiguos
deberia ser 1 (Am/z=1 cuando z=1), de manera que si la diferencia es menor que 1 la carga
también serd distinta de la unidad. Una vez obtenida la carga se calcula la masa exacta
multiplicando la relacidon m/z del primer pico del patrén isotdpico, es decir la masa
monoisotdpica, por el nUmero de cargas y restando el nimero equivalente de protones a las
cargas. En la Figura 21 se muestra, a modo de ejemplo, el patrdn isotdpico para la especie que
se corresponde en el cromatograma anterior con la proteina nimero 15 a un tiempo de

retencion de 31,4 minutos.
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Figura 21: Patron isotopico del pico mayoritario de la muestra N. Nigricollis mostrado en el cromatograma de
la Figura 20

A partir del patrén isotopico anterior se obtiene el valor de la masa exacta para la

especie, en este caso es de 6810,3 Da.
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Si la resolucion no es la suficiente para separar claramente los componentes del patrén
isotépico se emplea el patrén de cargas. En este caso para el cdlculo se emplea la diferencia
entre conjuntos de picos para el cdlculo de la masa y la carga de la proteina, empleando las

siguientes ecuaciones.

m+1
z+1 o y

m
zZ

Donde x es la relacion m/z menor e y es la m/z mayor. A continuacién, Figura 22, se
muestra el patron de cargas para especie que corresponde al nimero 44 del cromatograma

anterior que eluye a un tiempo de retencién de 60,3 minutos.

Intens. +M5, 60, 3min 3478

76,2613

SO 344,7655 10095223

11261827
837.5694

9534182

2000 8514371 | 1015.0316

895.5155

Figura 22: Patrdn de cargas de un pico minoritario de la muestra N. Nigricollis mostrado en el cromatograma
de la Figura 20

Resolviendo el sistema de ecuaciones resultante con los datos obtenidos a partir de la
figura anterior se determina la masa exacta de la proteina, en este caso el resultado es
29257,3 Da. Andlogamente a los casos anteriores se identifican todas las especies contenidas

en la muestra de veneno mediante el calculo de la masa exacta.

Principalmente en los venenos de serpiente se encuentran entre 3 y 4 familias de
proteinas. Las principales son las 3FTx, o 3-finger toxins, las cuales son toxinas no enzimaticas.
Otra familia son las fosfolipasas (PLA2), las cuales tienen actividad citotdxica. En menor grado
se encuentran metaloproteinasas (SVMPs, snake venom metalloproteinases), endonucleasas, y

otras proteinas minoritarias de elevado peso molecular (30-50 KDa).

Aunque para realizar la identificacion de las proteinas es necesario el empleo de bases de
datos, como se menciond anteriormente, se puede realizar una primera asignacién de la
familia a la que pertenece cada proteina en base a su peso molecular, siguiendo las directrices
del experto en protedmica con el cual se colabora en este estudio, el Dr. Juan José Calvete. De

esta forma, las FTx tienen una masa molecular entre 6 y 7 KDa, las PLA2 de alrededor de 13
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KDa, las SVMPs de 42-50 KDa y las endonucleasas de alrededor de 30 KDa. Segun estos datos,

en la Tabla 10 se muestran cada una de las proteinas identificadas en la Figura 20 con sus

pesos moleculares.

Tabla 10: Identificacion de proteinas de la muestra N. nigricollis empleando espectrometria de masa molecular

Proteina Tipo Peso Molecular, Da
1 3Ftx 7066,2
2 3Ftx 7466,6
3 3Ftx 7422,4
4 3Ftx 6858,4
5 3Ftx 6892,6
6 3Ftx 6875,0
7 3Ftx 7768,5
8 3Ftx 7786,5
9 3Ftx 7277,3

10 3Ftx 6750,3
11 3Ftx 7212,3
12 3Ftx 7246,2
13 3Ftx 6826,3
14 3Ftx 6781,4
15 3Ftx 6810,3
16 3Ftx 6766,3
17 3Ftx 6815,3
18 3Ftx 6682,2
19 3Ftx 6732,3
20 3Ftx 6680,2
21 3Ftx 13271,9
22 3Ftx 6882,4
23 PLA2 13229,8
24 3Ftx 6813,3
25 PLA2 13246,9
26 3Ftx 6814,3
27 PLA2 13293,8
28 PLA2 13234,7
29 3Ftx 1473,8
30 3Ftx 7047,3
31 PLA2 13195,7
32 PLA2 13091,2
33 PLA2 13073,2
34 Minoritarias 5314,2
35 Minoritarias 5312,2
36 Minoritarias 50000
37 Minoritarias 19429,3
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38 Minoritarias 19039,2
39 Minoritarias 19126,2
40 Minoritarias 19342,3
41 Minoritarias 20000

42 SVmMmPp 46832,9
43 SVMmP 46194,7
44 Endonucleasa 29267,5
45 Endonucleasa 29524,7
46 Endonucleasa 25028,3
47 Endonucleasa 25046,3

4.5.2. Micropechis ikaheka

De la misma manera que en el caso anterior se emplean las condiciones dptimas de la

separacion obtenidas empleando ICP-MS para la identificacion de las distintas especies

presentes en la muestra empleando espectrometria de masas molecular. El cromatograma

obtenido se muestra en la Figura 23.
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Figura 23: Cromatograma obtenido mediante ESI-QTOF empleando una columna C4, 80 °C, un flujo de 4,5
uL/min y un gradiente de 0-2, 5-2, 13-10, 63-30, 70-90, 75-90, 78-2 (tiempo, % fase mavil B). El cromatograma
mostrado en la parte derecha se corresponde con una ampliacién del cromatograma anterior desde un tiempo de

retencion de 36,5 hasta 44,5 minutos

En la figura anterior se muestran las 45 especies encontradas. Igual que en caso anterior,

para su identificacidn se calcula la masa exacta para cada una de ellas. Posteriormente, segun

el paso molecular obtenido para cada especie se asigna a una familia de proteinas. En la Tabla

11 se recogen las proteinas identificadas.
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Tabla 11: Identificacion de proteinas de la muestra Micropechis ikaheka empleando espectrometria de masa

molecular

Proteina Tipo Peso Molecular, Da
1 3Ftx 6675,8
2 3Ftx 7470,3
3 3Ftx 7515,4
4 3Ftx 6656,1
5 3Ftx 7145,1
6 3Ftx 6638,1
7 3Ftx 6638,1
8 3Ftx 7504,3
9 3Ftx 6546,9

10 PLA2 14032,5
11 PLA2 12380,1
12 3Ftx 7584,4
13 3Ftx 7543,4
14 3Ftx 7822,5
15 3Ftx 7853,5
16 3Ftx 7666,4
13b 3Ftx 7543,4
17 PLA2 13873,2
18 PLA2 13892,2
19 PLA2 13942,2
20 3Ftx 7525,4
21 PLA2 13991,3
22 PLA2 13358,7
23 PLA2 14008,3
24 PLA2 13879,2
25 PLA2 13916,2
26 PLA2 13897,2
27 PLA2 13766,2
28 3Ftx 7794,6
29 PLA2 14009,2
30 PLA2 14029,2
31 PLA2 13854,2
32 3Ftx 7638,4
33 PLA2 13767,2
34 PLA2 13822,2
35 PLA2 13872,2
36 PLA2 13841,3
37 PLA2 13927,2
38 PLA2 13856,2
39 PLA2 13884,2
40 PLA2 13898,2

37



41 PLA2 13871,1
42 Minoritaria 5696,8
43 SVMP 51559,5
44 SVMP 49343,0
45 SVMP 49187,5

4.6. Cuantificacion absoluta de proteinas

Se realiza la cuantificacion absoluta de proteinas empleando dilucion isotépica y un
patrén interno, BOC-Met, previamente certificado. De la misma manera que en caso del
calculo de la recuperacion cromatografica, para la cuantificacion se emplea el cromatograma
de flujo masico. A pesar de que la integracion de este cromatograma proporciona
directamente la cantidad del elemento de interés, se emplea un patrén interno con el objetivo
de eliminar cualquier variabilidad producida en el volumen de inyecciéon. Ademas, corrige las
variaciones que vienen del flujo post-columna de trazador, debido a la imposibilidad de
controlar la presién en la bomba de jeringa. Los pardmetros afectados por este hecho son G, f;

y d: de la ecuacion (ecuacién 6) del flujo masico.

De esta manera se obtiene la cantidad de S presente en cada muestra mediante la
integracién de los picos del cromatograma de flujo masico. La concentracion de S se calcula a
partir de la relacion de dreas de entre cada especie y el patron interno (BOC-Met),
previamente certificado, segun la Ecuacidn 8.

Area de pico proteina
Area BOC

Concentracion S proteina = - Concentracion BOC

4.6.1. Naja nigricollis

Después de la seleccién de la mejor de separacidn y la identificacion de las distintas
especies empleando espectrometria de masas molecular, se determina la cantidad de cada
una de las mimas segun lo explicado en el apartado anterior. Para ello la muestra se analiza
por triplicado, en la Figura 24 se encuentra uno de los cromatogramas obtenidos y su
transformacidon de cromatograma de intensidades a flujo masico. El patrén interno genérico

eluye a 6 min.
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Figura 24: En la parte superior: Cromatograma de intensidades de la muestra N. nigricollis. En la parte
inferior: Cromatograma de flujo mdsico. Se emplea una columna C4, 80 °C, con un flujo de 4,5 uL/min y con un
gradiente de 0-2,5-2,13-10, 63-30, 70-90, 75-90, 78-2 (tiempo,% fase maovil B), 4,83 ppm de patrdn interno (BOC-
Met) y un flujo post-columna de 1 uL/min de 798 ppb de trazador.

A partir de la identificacién de especies proporcionada por el andlisis mediante ESI-MS se
determina la concentracion de cada proteina (Tabla 12jError! La autoreferencia al marcador
no es valida.). Para ello es necesario conocer el numero de azufres que contiene cada
proteina, a fin de poder transformar la concentracidn de azufre en concentracién de proteina.
En nuestro caso particular, y siguiendo las directrices nuevamente del Dr. Juan José Calvete, se
asigno una estequiometria de 10 S/proteina para las FTx, 16 S/proteina para las PLA2, 40 para

las SVMPs, 8 para las endonucleasas, etc.

La cuantificacién de los picos que no estan completamente resueltos a linea de base se
estima mediante delimitacién vertical, lo que conlleva un aumento del error cometido en la

cuantificacion debido a la integracion, que ha de tenerse en cuenta a la hora de interpretar los
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resultados. De igual forma, cabe mencionar que tanto en esta muestra como en la siguiente,

en los casos en los que coeluyen varias proteinas, debido a la imposibilidad de determinar la

proporcién de cada una de ellas en el pico cromatogréfico, se cuantifica asumiendo una

contribucion equitativa de las mismas al pico.

Tabla 12: Cuantificacion de las especies presentes en la muestra N. nigricollis. La incertidumbre se corresponde a una
desviacion estdandar (n=3)

Proteina Tipo Peso Molecular, Da | umol prot/g veneno
1 3Ftx 7066,2 0,102 + 0,003
2 3Ftx 7466,6 0,018 £ 0,001
3 3Ftx 7422,4 0,015 + 0,001
4 3Ftx 6858,4 0,025 £ 0,001
5 3Ftx 6892,6
6 3Ftx 6875,0 0,056 + 0,002
7 3Ftx 7768,5 <0,005
8 3Ftx 7786,5 0,009 £ 0,002
9 3Ftx 7277,3 0,018 £ 0,001
10 3Ftx 6750,3 0,005 £ 0,002
11 3Ftx 7212,3 1,75+0,13
12 3Ftx 7246,2
13 3Ftx 6826,3 0,651+0,016
14 3Ftx 6781,4
15 3Ftx 6810,3 2,145 £ 0,074
16 3Ftx 6766,3 23.94+0,67
17 3Ftx 6815,3
18 3Ftx 6682,2 3,275 £ 0,086
19 3Ftx 6732,3 0,169 £ 0,005
20 3Ftx 6680,2 0,150 + 0,004
21 3Ftx 13271,9 0,542 +£ 0,014
22 3Ftx 6882,4 3.365 + 0,090
23 PLA2 13229,8
24 3Ftx 6813,3 2,416 £ 0,063
25 PLA2 13246,9 2,611 £ 0,068
26 3Ftx 6814,3 2,023 £0,052
27 PLA2 13293,8 0,571 £ 0,026
28 PLA2 13234,7 0,438 £ 0,020
29 3Ftx 1473,8 3584017
30 3Ftx 7047,3
31 PLA2 13195,7 0,577 £ 0,027
32 PLA2 13091,2 0,107 £ 0,005
33 PLA2 13073,2 <0,005
34 Minoritarias 5314,2 <0,005
35 Minoritarias 5312,2 <0,005
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36 Minoritarias 50000 <0,005

37 Minoritarias 19429,3

38 Minoritarias 19039,2 0,346 + 0,020
39 Minoritarias 19126,2

40 Minoritarias 19342,3

41 Minoritarias 20000 0,010 + 0,006
42 SVMP 46832,9

43 SvmMmp 46194,7 0,267 £0,01
44 Endonucleasa 29267,5

45 Endonucleasa 29524,7 0,137 £ 0,020
46 Endonucleasa 25028,3 0,088 + 0,009
47 Endonucleasa 25046,3 0,120 + 0,007

En la tabla anterior se muestran los resultados para la cuantificacion de las distintas

especies clasificadas por familias, dados en umoles de proteina por gramo de veneno inicial.

Debido a la complejidad de la muestra hay proteinas que no se pueden separar en estas

condiciones, por lo tanto la cuantificacién dada es conjunta. De la misma manera se puede

calcular el porcentaje de cada familia presente en la muestra. Los resultados se recogen en la

Tabla 13.

Tabla 13: Porcentaje de cada una de las familias presentes en la muestra de N. nigricollis. La incertidumbre se

corresponde a una desviacion estandar (n=3)

% familia

Svmp

71,0+0,5
22,7+0,2
2,4+0,1

Minoritarias 3,9+0,2

4.6.2. Micropechis ikaheka

Andlogamente a la muestra anterior, se lleva a cabo la cuantificacién de las distintas

especies. Se encuentra en la Figura 25 uno de los cromatogramas obtenidos asi como su

transformacidn de intensidades en flujo masico.
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Figura 25: En la parte superior: Cromatograma de intensidades de la muestra Micropechis ikaheka. En la parte
inferior: Cromatograma de flujo mdsico. Se emplea una columna C4, 80 °C, con un flujo de 4,5 ulL/min y con un
gradiente de 0-2,5-2,13-10, 63-30, 70-90, 75-90, 78-2 (tiempo, % fase maovil B), 2,94 ppm de patrén interno (BOC-
Met) y un flujo post-columna de 1 uL/min de 798 ppb de trazador.

Siguiendo el mismo procedimiento que en caso anterior se obtiene la cuantificacidn para

las distintas especies que contienen S presentes en la muestra, recogidas en la Tabla 14.
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Tabla 14: Cuantificacion de las distintas especies para la muestra Micropechis ikaheka. La incertidumbre se
corresponde con una desviacion estandar (n=2)

Proteina Tipo Peso Molecular, Da | umol prot/g veneno
1 3Ftx 6675,8 0,514 + 0,013
2 3Ftx 7470,3 <0,05
3 3Ftx 7515,4 <0,05
4 3Ftx 6656,1 <0,05
5 3Ftx 7145,1 <0,05
6 3Ftx 6638,1 0,729 £ 0,029
7 3Ftx 6638,1 -

8 3Ftx 7504,3 0,258 + 0,015
9 3Ftx 6546,9 0,427 £ 0,070
10 PLA2 14032,5 6,12+0,13
11 PLA2 12380,1 0,712 £ 0,042
12 3Ftx 7584,4 1,206 £ 0,020
13 3Ftx 7543,4 4,25 +0,11
14 3Ftx 7822,5 1,372 £ 0,099
15 3Ftx 7853,5 0,824 + 0,057
16 3Ftx 7666,4

13b 3Ftx 7543,4
17 PLA2 13873,2 748+0,28
18 PLA2 13892,2
19 PLA2 13942,2
20 3Ftx 7525,4
21 PLA2 13991,3
22 PLA2 13358,7 5,26 £0,18
23 PLA2 14008,3
24 PLA2 13879,2 0,99 £ 0,74
25 PLA2 13916,2
26 PLA2 13897,2 2,38+0,13
27 PLA2 13766,2 2,151 +£ 0,053
28 3Ftx 7794,6 7354035
29 PLA2 14009,2
30 PLA2 14029,2
31 PLA2 13854,2 3,23 +0,37
32 3Ftx 7638,4
33 PLA2 13767,2
34 PLA2 13822,2 74+1,4
35 PLA2 13872,2
36 PLA2 13841,3 12,4+1,5
37 PLA2 13927,2 4,61+0,75
38 PLA2 13856,2 2374039
39 PLA2 13884,2
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40 PLA2 13898,2 7.85+0,23
41 PLA2 13871,1

42 SVMP 5696,8 0,144 + 0,003
43 SVMmPpP 51559,5 <0,05

44 SVMP 49343,0 0,656 + 0,017
45 SVMP 49187,5

46 Minoritaria 30000 1,465 + 0,053
47 Minoritaria 30000 0,127 £ 0,020
48 Minoritaria 30000 0,597 + 0,043

En la tabla anterior se muestran los resultados para la cuantificacion de las especies
clasificadas por familias, dados en umoles de proteina por gramo de veneno inicial. Debido a la
complejidad de la muestra hay proteinas que no se pueden separar en estas condiciones, por
lo tanto, la cuantificacién dada es conjunta. Por Ultimo, se calcula el porcentaje de cada familia

gue existe en la muestra. Los resultados se exponen a continuacion, Tabla 15.

Tabla 15: Porcentaje de cada una de las familias presentes en la muestra de Micropechis ikawena. La
incertidumbre se corresponde con una desviacion estdndar (n=3)

Familia % familia
3Ftx 22,8+0,7
PLA2 67,8+2,5

SVMP 4,7+0,1
Minoritarias 4,7+0,1
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones analiticas extraidas después de la realizacién del proyecto son las
siguientes:

Se propone una metodologia de cuantificacion de proteina intacta basada en la medida
de S mediante ICP-MS después de una separacion cromatografica de las especies, empleado
dilucién isotdpica sin la necesidad de patrones especificos. Para ello se demuestra inicialmente
la recuperacidon cuantitativa de la columna y la capacidad del ESI-QTOF de proporcionar
sefales de altisima calidad para dichas proteinas intactas y por tanto, su identificacién
inequivoca. La cuantificacion de proteina intacta tiene la ventaja de evitar la etapa de digestion
triptica, con sus errores asociados. Dicha metodologia se ha aplicado con éxito a muestras
reales, en este caso venenos de serpiente proporcionados por jefe del Laboratorio de

Vendmica Estructural y Funcional del Instituto de Biomedicina de Valencia.

El acoplamiento entre capHPLC con ICP-MS y ESI-QTOF en las mismas condiciones
cromatograficas permite la combinacién de las dos técnicas para llevar a cabo la cuantificacion

de manera absoluta de las proteinas contenidas en el veneno de serpiente.

Desde el punto de vista académico se han adquirido las competencias necesarias para el
manejo de los equipos empleados y el tratamiento de los datos generados (capHPLC, ICP-QQQ

y ESI-QTOF) y la capacidad para llevar a cabo una correcta interpretacion de los resultados.

Ademas, la realizacidon del trabajo ha permitido el desarrollo de las capacidades de
trabajo en equipo en el contexto de un grupo de investigacién. Asi como, gracias a la
colaboracidn realizada con el profesor Juan José Calvete jefe del Laboratorio de Vendmica
Estuctrural del Instituto de Biomedicina de Valencia, se ha realizado un trabajo

multidisciplinar.
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