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RESUMEN

El principal desafio de la biologia moderna es entender la expresién, funcién y regulacién
del conjunto completo de proteinas codificadas por un organismo, lo cual describe el
objetivo del nuevo campo de la proteémica. Las proteinas son las efectoras del trabajo
celular, por ello el estudio de sus perfiles globales de expresién y de sus cambios bajo
determinadas condiciones fisiolégicas o patoldgicas, permite entender la red compleja de
interacciones en que se basa el funcionamiento de una célula. La electroforesis en dos
dimensiones (2D-PAGE) es la técnica central de la protedmica. En la actualidad no existe
otro método con la capacidad para resolver simultdneamente miles de proteinas en un
solo procedimiento y para detectar modificaciones post y co-traduccionales imposibles
de predecir a partir de la secuencia genémica. Sus aplicaciones incluyen el andlisis de
proteomas, sefializacién, deteccién de marcadores de enfermedades y cancer.

Palabras clave: proteémica, electroforesis 2D, proteomas, identificacién de proteinas,
espectrometria de masas.

ABSTRACT

The main challenge of modern biology is to understand the expression, function and
regulation of the whole set of proteins codified by an organism, which is the objective
of the new field of proteomics. Proteins are the effectors of cellular work and the
knowledge of their global expression profiles and changes under physiological and
pathological conditions can help us to understand the complex network of interactions
involved in cellular function. Two-dimensional electrophoresis (2-DE) is the central
technology in proteomics. At present no other technique has the throughput and high
resolution of 2-DE for the separation of thousands of proteins in one procedure and for
the analysis of post- and co-translation modifications, not predictable from the genome
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sequence. The scope of applications extends from proteome analysis, to cell signaling,
disease markers and cancer.

Key words: proteomics, 2D electrophoresis, proteome, protein identification, mass
spectrometry .

INTRODUCCION

El proyecto del Genoma Humano es uno de los pocos ejemplos en biologia que refleja
un intento por coordinar y enfocar hacia objetivos definidos un gran proyecto multi-
nacional de investigacién. Concluido en 2003, dos afios antes de lo planeado, el
proyecto del Genoma Humano ha impactado la investigacién bioldgica tanto a nivel
cientifico como politico. Cientificamente, le ha dado una nueva dimensién conceptual
a la biologia humana, al hacer posible estudiar el comportamiento de todos nuestros
genes, una idea inconcebible antes de que se contara con la secuencia del genoma
humano. Politicamente, el proyecto del Genoma Humano ha planteado una nueva
forma de organizacién de la investigacién, lo cual ya se estd manifestando en la creacién
de una segunda generacién de proyectos dirigidos como el proyecto HapMap (Human
Haplotype) basado en la identificacién de variaciones en el ADN de 270 grupos étnicos
(The International HapMap Consortium 2003; http://www.hapmap.org) y el proyecto
ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements), que busca identificar todos los elementos
funcionales en la secuencia del genoma humano (ENCODE Project Consortium 2004;
http://www.genome.gov/10005107; Little, 2005).

El progreso realizado en el conocimiento de la secuencia del genoma humano, asi como
de cientos de otros genomas de eucariotes y procariotes ha arrojado una gran cantidad
de informacién, que requiere ser complementada con datos sobre transcritos o ARN
mensajeros y de sus productos, las proteinas, con el apoyo de la bioinformatica. El
principal desafio de la biologia moderna es entender la expresién, funcién y regulacién
del conjunto completo de proteinas codificadas por un organismo, lo cual describe el
objetivo del nuevo campo de la protedmica. Esta informacién serd invaluable para
comprender muchos procesos complejos a nivel molecular, sus diferencias de acuerdo
al tipo celulary sus alteraciones en estados de enfermedad (Zhu et dl., 2003).

Las proteinas son las efectoras del trabajo celular, por ello el estudio de sus perfiles
globales de expresién y de sus cambios bajo determinadas condiciones fisioldgicas o pa-
tolégicas, permite entender la red compleja de interacciones en que se basa el funciona-
miento de una célula. Tradicionalmente las investigaciones alrededor de los proce-
sos bioquimicos se han dirigido a moléculas individuales, genes o proteinas, que en
muchos casos conducen a puntos ciegos por las innumerables interacciones que afectan
un fenémeno particular (Williams, 1999). Actualmente existen formas para estudiar
un conjunto de proteinas a la vez, esto es, el proteoma, el cual refleja el estado de una
célula en un momento determinado y ha sido usado con éxito en la busqueda de diver-
sos factores que alteran los patrones normales de proteinas, algunas imposibles de
predecir mediante estudios genémicos (Williams, 1999).

En 1995 se llamé protedmica al estudio de las proteinas expresadas por el genoma, esto
incluye estudios de interaccién entre proteinas, modificaciones post-traduccionales,
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funciones y localizacién (Wilkins et dl., 1996), y desde entonces grandes avances se han
dado debido a la nueva instrumentacién y estrategias experimentales recientemente
desarrolladas, asi como a los métodos bioinformdticos. Asi mismo, se ha hecho posible
empezar a integrar datos a gran escala de varias de las disciplinas “émicas” en investiga-
ciones dirigidas en bisqueda de un marco conceptual general para los sistemas bioldgicos
(de Hoog y Mann, 2004). Con el fin de organizar la informacién que se estd generando
a partir de los estudios protedmicos, se creé en 2001 un consorcio internacional denomi-
nado HUPO (Human Proteome Organization) con sede en Canadd. Sus objetivos son
fundamentalmente propiciar la colaboracién e intercambio entre investigadores en esta
disciplina, la conformacién de bases de datos y el apoyo a iniciativas, tales como los pro-
teomas humanos de higado, plasma, cerebro, entre otros.

Diferentes areas, entre ellas, la bioquimica, la bioinformdtica, la microbiologia, la medi-
cina y nuevos desarrollos en biologia molecular se han beneficiado del desarrollo de las
diferentes técnicas de la proteémica que han sido dtiles para la comparacién de pro-
teomas y subproteomas (secretoma, proteinas de superficie, etc.) en microorganismos
con el objetivo de encontrar proteinas altamente inmunogénicas, factores de virulencia,
proteinas responsables de la produccién de solventes o de la degradacién de celulosa, asf
como proteinas responsables de la interaccién hospedero patégeno. También para la
caracterizacién de especies y la comparacién de diferentes cepas y lineas clonales. Asi
mismo se ha utilizado para el estudio de los mecanismos de accién de diferentes farma-
cosy la comparacién de proteinas involucradas en diferentes rutas metabdlicas (Sali et
dl., 2003).

Esta revisién estd enfocada hacia la discusién de la técnica de la electroforesis en dos
dimensiones (2D-PAGE del inglés Two-dimensional gel electrophoresis), ampliamente em-
pleada en estudios de protedmica de expresién, proteémica estructural y funcional. Se
discuten algunas caracteristicas de la técnica con base en aplicaciones en las inves-
tigaciones y actividades académicas de extensién por parte de los autores.

ELECTROFORESIS EN DOS DIMENSIONES

En 1975 O’Farrell y otros investigadores demostraron que las proteinas podian separarse
utilizando dos dimensiones, la primera, por isoelectroenfoque (IEE) de acuerdo con el
punto isoeléctrico (Pl) y la segunda segtin su masa molecular por electroforesis en geles
de poliacrilamida (O’Farrell, 1975). Esta metodologia tiene un poder de resolucién
superior al de muchas otras utilizadas para el anélisis de mezclas de proteinas extraidas
de muestras complejas (tejidos, sangre, cultivos de microorganismos, cultivos de linea
celular, etc.) y permite la visualizacién de miles de proteinas al mismo tiempo. El mayor
problema de esta metodologia era la reproducibilidad, debida principalmente a los
gradientes de anfolitos utilizados para el IEE. En la metodologia tradicional, se utilizaban
“anfolitos acarreadores” (CA del inglés carrier ampholyte), con los que resultaba dificil
alcanzar el equilibrio durante el IEE presentdndose un corrimiento del gradiente de pH
hacia el cdtodo (cathodic drift) y un fenémeno de meseta en el centro del gel (plateau
phenomenon), dando una baja reproducibilidad en los patrones de proteinas de un gel a
otro. Estos inconvenientes se solucionaron con la aparicién de los gradientes de pH
inmovilizados en poliacrilamida (IPG del inglés immobilized pH gradients; Bjellqvist et dl.,
1982). Estos gradientes se hacen con derivados de acrilamida que tienen un acido
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carboxilico libre o grupos de aminas terciarias que co-polimerizan con la acrilamiday la
bis-acrilamida. Estas moléculas conocidas comercialmente como immobilines permiten
preparar gradientes de pH desde 2,5 hasta 12, asi se pueden tener rangos amplios (3-10)
en los que se corre una muestra dada y paralelamente se puede correr la misma muestra
enun rango de 4 - 7, esto hace un efecto de zoom en el que se amplia el rango de andlisis
de una fraccién de la muestra (Gorget dl., 1999).

Ademds de la reproducibilidad entre las mismas muestras, los gradientes inmovilizados
permitieron la comparacién entre muestras diferentes como plasma, fluido cerebroes-
pinal, tejidos normales, biopsias etc., en las que se podian encontrar las mismas proteinas
en las mismas posiciones en diferentes geles, surgiendo los mapas de proteomas en dos
dimensiones. La reproducibilidad, la facilidad de hacer comparaciones entre muestras y
la posibilidad de separar proteinas punto por punto en un gel micropreparativo (que
permite la extraccién del polipéptido y la identificacién posterior por cualquier técnica
basada en microsecuencia por composicién de aminodcidos o espectrometria de masas
entre otras), ha situado la metodologia de separacién de proteinas en geles de dos
dimensiones (2D-PAGE) entre una de las mas usadas e importantes técnicas para
estudios en proteédmica, enfocados a resolver preguntas bioldgicas (Rabilloud, 2002).
Existen diferentes aproximaciones para obtener geles de proteinas de dos dimensiones.
En resumen, la técnica consiste en utilizar tiras de geles equilibrados con gradientes
inmovilizados de pH en el rango deseado para hacer el IEE, las cuales se rehidratan e
impregnan con la muestra, ésta ultima disuelta en un buffer conteniendo drea, un
detergente no idnico, un agente reductory anfolitos (O’Farrell, 1975; Rabilloud, 1996;
Gorg et dl., 2000). El IEE debe realizarse comenzando con un voltaje bajo e incre-
mentandolo hasta 8000V para alcanzar un estado estacionario en el que la separacién
y localizacién de las proteinas sea constante. Después del IEE las tiras con la muestra
deben equilibrarse en un buffer que contenga SDS, un agente reductor y un agente
alquilante, drea y glicerol para que la transferencia al segundo gel (SDS-PAGE) sea
completa y el corrido sea homogéneo. La electroforesis vertical de |la segunda dimensién
debe realizarse con un voltaje constante que permita la transferencia de las proteinas,
generalmente 100 a 300 voltios. Las proteinas pueden ser visualizadas con diferentes
métodos de tincién (Coomassie, Coomassie coloidal, tincién de plata) o realizando
deteccién por fluorescencia (DIGE) o autoradiografia. La identificacién de las proteinas
de interés puede realizarse extrayendo la banda directamente del gel y siguiendo los
protocolos indicados para los diferentes métodos como degradacién de Edman o
espectrofotometria de masas (Gorg et dl., 2000).

Identificacién de proteinas mediante espectrometria de masas. De manera similar al
avance técnico de la electroforesis en dos dimensiones, los adelantos en la identificacién
de proteinas mediante espectrometria de masas han contribuido al desarrollo vertiginoso
que ha tenido la proteédmica en los udltimos afios. El método de Edman fue la técnica
principal de identificacién de proteinas y fue usado con un éxito considerable, no obstante
por ser un método es lento (un péptido al dia) y poco sensible (Pappin, 1996). En estos
aspectos, sensibilidad y velocidad, y haciendo uso de las amplias bases de datos existentes
en el momento la espectrometria de masas ha evolucionado permitiendo el andlisis
rutinario de muestras complejas en muy poco tiempo lo que la ha convertido en una
herramienta muy exitosa en proteémica.
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La espectrometria de masas es una técnica analitica que mide la relacién carga-masa
(m/z) de iones basandose en su comportamiento en un campo magnético. La muestra
es convertida en iones y vaporizada haciendo uso de técnicas como MALDI (desorcién
ionizacién asistida por laser) o ESI (ionizacién por electrospray). MALDI es una técnica
de ionizacién por pulsos que puede ionizar biomoléculas de gran tamafio al utilizar la
energia de un laser para desorbery ionizar la muestra en presencia de una matriz capaz
de absorber luz. En la técnica ESI, las muestras son ionizadas a presién atmosférica al
hacer fluir la muestra por un capilar en presencia de una corriente eléctrica.
Originalmente la técnica de identificacién de proteinas comprende la digestion de la
proteina, andlisis por MALDI y busqueda en bases de datos. Cada proteina en la base de
datos es digerida tedricamente, generando miles de péptidos tedricos. Los datos expe-
rimentales de masas de péptidos, la huella digital de masas de péptidos, son comparados
con las masas tedricas, con lo que se calcula y se asigna una calificacién (Waestermeier
Reiner, 2008). Esta calificacién refleja la similaridad entre las masas tedricas y experimen-
tales, la proteina mas probable serd entonces la que presente la mayor correspondencia
entre los péptidos experimentales y tedricos. Adicionalmente este andlisis puede rea-
lizarse en tandem, para esto el equipo debe ser capaz de seleccionar un determinado
fragmento y someterlo a una nueva fragmentacién y andlisis.

APLICACIONES DE PROTEOMICA MEDIANTE GELES DE DOS DIMENSIONES

El andlisis de expresién de proteomas, conocido como expression proteomics permite
identificar proteinas involucradas en la transduccién de sefiales y proteinas relacionadas
con una enfermedad entre otras. Estos estudios estdn divididos en dos aspectos, los
experimentos en los que el investigador expone al objeto de estudio (cultivos (Fig. 1Ay
D), tejidos (Fig. 1C) o pacientes) a determinado tratamiento y se comparan los perfiles
de expresidn de proteinas entre los casos tratados y los no tratados. Y los experimentos
en los que se comparan los perfiles de expresién de proteinas entre pacientes, cultivos
o tejidos que presenten una alteracién o comportamiento diferente al de los estados
normales. El primer tipo de experimento ha sido ampliamente usado por las industrias
farmacéuticas para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos, en clinica para obser-
var el desarrollo de terapias o el mecanismo de resistencia a diferentes antibidticos. El
segundo, se ha utilizado para encontrar proteinas involucradas en el desarrollo de
procesos como el alcoholismo, cancer, problemas cardiacos y Alzheimer. En todos estos
estudios, debe resaltarse, que la ausencia de una proteina o un cambio en su modifi-
cacién, puede ser tan crucial como la presencia de una nueva proteina.

Otro tipo de estudios se hacen para localizar proteinas en determinados compartimentos
celulares o en organelos especificos, de esta forma se construye un mapa celular. Estas
estrategias se conocen con el nombre de protedémica estructural. La localizacién de pro-
tefnas permite buscar interacciones entre ellas y de esta forma encontrar diferentes
complejos proteicos relacionados con actividades especificas como poros en las membra-
nas nucleares entre otros. La blsqueda de interacciones entre proteinas sefializadoras o
receptores en membranas, asi como blancos farmacolégicos, se conocen con el nombre
de proteémica funcional. Estos estudios se realizan sobre subproteomas celulares
separados por diferentes estrategias, y se combinan la mayoria de técnicas relacionadas
con el estudio de proteinas (cromatografia, inmunoprecipitacién, reacciones antigeno
anticuerpo etc.; Graves y Haystead, 2002).
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Figura 1. Proteomas y subproteomas. Geles bidimensionales de proteinas de cultivos celulares (Pseudomona
aeruginosa, (A), cancer de cérvix C33a (D)) y tejidos (higado de rata (C)). Extractos obtenidos con
diferentes técnicas a partir del mismo cultivo: extracto total por sonicacién y precipitacién con fenol de

proteinas (A) y separando contenido intracelular (B,1) de las membranas (B,2).

En todas las aproximaciones que existen para caracterizar el proteoma de una célula,
se deben manejar las variables bajo las cuales se encuentra la célula en estudio, ya que
la expresién de proteinas cambia drdsticamente con cualquier factor que se encuentre
modificado en el medio ambiente del organismo que se estudia. Existe un proteoma
diferente para cada estado celular que refleja condiciones especificas: “un genoma
dado puede producir un niimero de proteomas infinito” (Graves y Haystead, 2002).
Adicionalmente, segtin la técnica de extraccién utilizada también se pueden obtener
diferentes subproteomas para el mismo estado celular separando las proteinas de dife-
rentes partes de la célula. En la figura 1 se observan los patrones de proteinas obtenidos
usando diferentes métodos de extraccién, el patrén correspondiente a la extraccién
“total” de proteinas celulares (Fig. 1A) se compara con los subproteomas intracelular
y de proteinas asociadas a la superficie celular de una bacteria (Fig. 1B 1y 2 respectiva-
mente). El fraccionamiento del proteoma total no solamente permite mayor resolucién
en la separacién de las proteinas evitando sobrelapamientos sino que permite detectar
proteinas diferencialmente expresadas con mayor claridad asociando su funcién a la
estructura celular a la que corresponden.

El estudio de proteomas ha tenido su mayor impacto en el drea clinica en la busqueda de
marcadores de diagndstico para enfermedades o en el desarrollo de medicamentos. A
continuacién mencionamos algunos ejemplos de estos estudios, que utilizando 2D-PAGE,
han permitido identificar proteinas que juegan papeles fundamentales en diferentes
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sistemas bioldgicos relacionados con patologias. Entre ellos, el andlisis de blancos farma-
céuticos potenciales que permite saber cudles de las proteinas diferencialmente expresadas
que, se asume, intervienen en una disfuncién, se ven directamente afectadas por el
farmaco. En la figura 2A y 2B se puede apreciar un mapa de expresién diferencial de
proteinas realizado con software para andlisis de geles, el ImageMaster Elite® 2-D versién
4.0 (Amersham Biosciences). En este mapa las proteinas coloreadas de rosado son
blancos de una molécula que puede bloquear la comunicacién bacteriana (Manefield et
dl., 2002; Arevalo-Ferro et dl., 2003). Otro ejemplo es la comparacién de proteinas dife-
rencialmente expresadas entre clones (Fig. 2C). Arévalo-Ferro et dl., 2004, reportaron
proteinas diferencialmente expresadas en dos cepas de Pseudomona aeruginosa con
diferentes potenciales de virulencia pero pertenecientes al mismo linaje clonal, estas cepas
fueron previamente caracterizadas con otras técnicas que no permitieron encontrar
diferencias significativas. Las proteinas reportadas en el estudio mencionado estdn
relacionadas con mecanismos de patogenicidad (Arevalo-Ferro et dl., 2004). Vale la
pena mencionar estudios enfocados en la busqueda de biomarcadores de diagnéstico
en cancer (Srinivas et dl., 2002) y la caracterizacién de patrones de expresién de
proteinas en enfermedades cardiacas (van Eyk, 2001) entre muchos otros (Hanash,
2003; Veenstra et dl., 2005).

My (A) PAO1 WT versus lasl rhll (B) PAOT WT versus WT + C30

3.0 p/ 10.0 3.0

3 pH 10

Figura 2. Blancos farmacéuticos. A. Mapa de proteinas diferencialmente expresadas entre: Pseudomona
aeruginosa y su mutante no patogénica. B. Mapa de proteinas diferencialmente expresadas entre:
Pseudomona aeruginosa sin farmaco inhibidor de proteinas relacionadas con patogenicidad y con farmaco.
Las proteinas marcadas en rosado son proteinas cuya expresion se ve reducida en la mutante y en la cepa
silvestre cuando esta bajo la influencia del farmaco. C. Electroforesis diferencial en gel (DIGE). Extracto
total de proteinas de dos cepas de Pseudomona aeruginosa aislada de pacientes con Fibrosis Cistica. Los
extractos fueron marcados diferencialmente con fluorocromos (Cy3 y Cy5). En el mismo gel se observan
las proteinas diferencialmente expresadas de cada una de las cepas en rojo y en verde respectivamente.
Estos estudios se realizaron en el grupo del Prof Dr. Leo Eberl bajo la supervisién de Dr. Katrin Riedel,
en el Departamento de Microbiologia de la Technischen Universitat Manchen.

En el caso del estudio de tejidos enfermos es especialmente Util estudiar los proteomas,
como se menciond anteriormente, la expresién de un gen puede ser la misma en dos
situaciones y no refleja necesariamente la actividad de una proteina, dado que esta se
encuentra regulada por infinidad de mecanismos y modificaciones post-traduccionales,
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entre las cuales la fosforilacién es la mas relevante. Este proceso reversible se ajusta al
plegamiento y funcién de las proteinas, ya sea en actividades enzimdticas, regulando
localizacién de proteinas, formacién de complejos o degradacién. Por ello, tiene influencia
en una gran variedad de funciones esenciales para la célula como lo son la transduccién
de sefiales, mantenimiento metabdlico, divisién celular, etc.

En el laboratorio de los autores se implementan actualmente técnicas de anélisis fosfo-
proteémico basadas en el uso del radioisétopo *?P asi como tinciones fosfoespecificas,
que permiten analizar las proteinas fosforiladas claves en la transduccién de sefiales. El
empleo de isétopos radioactivos de fésforo permite seleccionar solo las proteinas que
sufren fosforilacién, aumentando en gran medida la sensibilidad y disminuyendo
considerablemente la complejidad de los datos a analizar.

Modificaciones post-traduccionales. El estado de fosforilacién o de glicosilacién de una
proteina puede sefialar la activacién de una proteina en unas condicionesy la inactivacién
otras (Williams, 1999; Hanash, 2003; Lim, 2005). Es claro que las vias de transduccién
de sefiales, el ciclo celulary otras vias de sefializacién cruciales en el desarrollo eucaridtico
son dependientes en ciclos de fosforilacién/desfosforilacién. Un residuo de serina o
treonina dado puede tener uno de tres estados de actividad: sin modificar, glicosilado,
o fosforilado. Solo estudios a nivel del proteoma clarifican tal diversidad. En otros casos
proteinas pueden ser diferencialmente procesadas para ejercer su actividad bioldgica.
Para tener una aproximacién correcta de esas actividades, la escogencia de los proteomas
a extraer y el tipo de proteinas que se quieren evaluar es fundamental. Con este objetivo
se han desarrollado diferentes procesos de fraccionamiento subcelular que permitan
obtener diferencialmente proteinas representativas de diferentes estructuras celulares,
asi mismo se han desarrollado diferentes tipos de tincién o deteccién que permitan
diferenciar proteinas dentro de los perfiles ya separados, entre estas tinciones estan las
especificas para glicosilaciones o proteinas fosforiladas. El estudio de este tipo de
proteinas es necesario para entender procesos bioldgicos fundamentales y redes de
sefializacién (Zhu et dl., 2003).

OTRAS TECNICAS

Aunque la electroforesis bidimensional es la herramienta mds tradicional y hasta el
momento una de las mas empleadas en proteémica, es una técnica que requiere una
gran cantidad de muestra y una minuciosa ejecucién (Rabilloud, 2002). Por tal razén
se han disefiado estrategias para facilitar su desarrollo, un ejemplo es la electroforesis
diferencial en gel (DIGE), la cual facilita el andlisis de expresién de proteinas al marcar
poblaciones de proteinas de diferentes origenes con tintes fluorescentes (Fig. 2C). De
esta manera se pueden identificar las proteinas diferencialmente expresadas en el mismo
gel de electroforesis bidimensional (Tonge et dl., 2001).

El desarrollo de otras técnicas, que acoplan a la separacién la espectrometria de masas,
ha logrado ademds de facilitar el andlisis, mejorar la resolucién, la sensibilidad, han
permitido disminuir la cantidad de muestra y el tiempo empleado. Entre ellas se encuen-
tran la desorcién/ionizacién asistida en matriz con ldser (MALDI-TOF), la ionizacién
con electrospray (ESI), desorcién/ionizacién asistida con laser en superficie (SELDI-TOF),
asi como otros métodos que incluyen los arreglos de proteinas en fase reversa, microarre-
glos de anticuerpos y marcacién de afinidad codificada por isétopos (ICAT), que surgen
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como una alternativa para la electroforesis bidimensional. Este dltimo (ICAT) permite la
identificacién y andlisis cuantitativo y comparativo de proteinas presentes en fluidos bio-
|6gicos por cromatografia microcapilar de acoplamiento con espectrometria de masas,
ionizacién de electrospray en tandem. Como ventaja sobre otras técnicas de proteémica,
el ICAT permite analizar proteinas de menor abundancia, lo cual hasta ahora sigue
siendo un problema para la electroforesis bidimensional (Reymond y Schlegel, 2007). El
acoplamiento de la cromatografia liquida con espectrometria de masas LC-MS ha tenido
un gran impacto para el andlisis de moléculas pequenas. (Salietdl., 2003). El sistema de
LC-MS/MS puede ser automatizado, lo que permite que haya una mejoria notable en la
reproducibilidad, |a resolucién, facilidad del manejo de las muestras y un rango dindmico
para la cuantificacién, y en el caso de muestras complejas, como las empleadas en el
andlisis de proteinas, la identificaciéon por espectrometria de masas puede hacerse de
forma completamente automatica (Fig. 3).
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Figura 3. Identificacién de proteinas mediante espectrometria de masas en tandem. La espectrometria
de masas en tandem MSn involucra la seleccién, separacién y segunda fragmentacién de un producto
de la fragmentacién inicial.

El sistema de LC-MS/MS, ya sea uni o multidimensional, después de la digestién de pro-
teinas se denomina shotgun proteomics, y representa una aproximacion en la que no se emplea
electroforesis ni en una o dos dimensiones para la separacién e identificacién de proteinas.
A partir de los péptidos generados con la digestién, se puede realizar el andlisis direc-
tamente sin necesidad de otra separacién adicional, y un programa de bisqueda en una
base de datos se emplea para determinar las proteinas originales de las muestras. Para
simplificar el andlisis también es posible realizar un fraccionamiento de las muestras previo
a la cromatografia, ya sea por fracciones celulares, o en metodologias como el ICAT, los
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cuales aumentan el nimero de proteinas identificadas. El andlisis por shotgun puede llegar
a ser de hasta 100.000 espectros de MS/MS en mezclas muy complejas de péptidos.

CONCLUSIONES

La electoforesis en dos dimensiones (2D-PAGE) es la técnica central de la proteémica. En
la actualidad no existe otro método de elevada reproducibilidad con la capacidad para
resolver simultdneamente miles de proteinas en un solo procedimiento. Es también tnica
en su capacidad para detectar modificaciones post y co-traduccionales que no es posible
predecir a partir de la secuencia genémica. Sus aplicaciones incluyen el andlisis de pro-
teomas, sefializacién, deteccién de marcadores de enfermedades y cancer.
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