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LISTADO DE ABREVIATURAS

LISTADO DE ABREVIATURAS

A continuacidn, se detallan las abreviaturas utilizadas a lo largo del texto. Si el acrénimo utilizado
corresponde a un término en inglés, se incluird primero el significado en dicho idioma vy, a

continuacién, en espafol.

Del al.: del aleman en el original.
Del gr.: del griego en el original.

Del ingl.: del inglés en el original.

1-D electroforesis: Electroforesis en gel de una dimensién.

2-D electroforesis: Electroforesis en gel de dos dimensiones.

ACN: Acetonitrilo.

ADI: Ambient Desorption/lonization. Desorcidn/ionizacién ambiental.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ATP: Adenosine TriPhosphate. Adenosin trifosfato.

AQUA: Estrategia de cuantificacién absoluta de proteinas.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

capHPLC: HPLC capilar.

CC: Collision Cell. Celda de colision

CE: Capillary Electrophoresis. Electroforesis capilar.

Cl: Chemical lonization. lonizacién quimica.

CID: Collision-Induced Dissociation. Disociacidn inducida por colision.

Cps: Counts per second. Cuentas por segundo
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CR: Reaction Cell. Celda de reaccién.

CRC: Collision-Reaction Cell. Celda de colisidn-reaccién

CRI: Collision Reaction Interface. Interfase de colision-reaccion.
d.i.: diametro interno.

d.e.: diametro externo.

Da: Dalton (unidad de masa atémica).

DF: Double Focusing. Doble enfoque.

DOTA: 1,4,7,10-tetra-azacyclododecane-N,N',N",N"'-tetra-acetic ~ acid. Acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N',N'",N'" tetraacético.

DRC: Dynamic Reaction Cell. Celda de reaccién dinamica.

ECAT: Element-Coded Affinity Tag. Marcaje de afinidad con elementos.

El: Electronic lonization. lonizacién Electrdnica.

ELISA: Enzyme Linked InmunoSorvent Assay. Ensayo de inmunoabsorcion enzimatica
EM: Electron Multiplier. Multiplicador de electrones.

ESA: Electro-Static Analizer. Analizador electro-estatico.

ESI: Electro-Spray lonization. lonizacidn por electroespray.

FAAS: Flame Atomic Absorption Spectrophotometry. Espectrofotometria de absorcidon atdmica de
llama.

FAB: Fast Atom Bombardment. Bombardeo rapido de dtomos.
FIA: Flow Injection Analysis. Analisis por inyeccion en flujo.
GC: Gas Chromatography. Cromatografia de gases.

GD: Glow Discharge. Descarga luminiscente.

GFAAS: Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry. Espectrofotometria de absorcion
atémica con horno de grafito.

HPLC: High Performance Liquid Chromatography. Cromatografia de liquido de alta resolucién.
HR: High Resolution. Alta resolucidn.

ICAT: Isotope-Coded Affinity Tag. Marcaje por afinidad con codificacidn isotdpica.
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ICP: Inductively-Coupled Plasma. Plasma de acoplamiento inductivo.
ID: Isotope Dilution. Dilucidn Isotépica.

IMAC: Inmobilized Metal Affinity Chromatography. Cromatografia de Afinidad con Metales
Inmovilizados.

iTRAQ: Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation. Marcaje isobarico para la cuantificacidn
absoluta y relativa.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry. Unidn Internacional de Quimica Puray
Aplicada.

KED: Kinetic Energy Discrimination. Discriminacidn por energia cinética.
LA: Laser Ablation. Ablacion laser.

LC: Liquid Chromatography. Cromatografia de liquidos.

LD: Limite de deteccion.

m.a.: millones de afos.

m/z: mass to charge ratio. Relacion masa-carga.

MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization. Desorcion ionizante con laser asistida por
matriz.

MC: Multicollector. Multicolector.

MOAC: Metal Oxide Affinity Chromagraphy. Cromatografia de afinidad de éxidos metalicos.
MS: Mass Spectrometry. Espectrometria de masas.

MS/MS: Tandem Mass Spectrometry. Espectrometria de masas en tandem.

MW: Molecular Weight. Peso molecular.

OES: Optical Emission Spectroscopy. Espectrometria de emisidn dptica.

ORC/ORS: Octapole Reaction Cell/Octapole Reaction System. Celda de reaccion de octapolo/Sistema
de reaccion de octapolo.

P: Presion.
Pa: Pascal (unidad de presién, Pa=kg/m s?)

PASTA: Phosphorus-based absolutely quantified standard peptides. Péptidos patrones cuantificados
de forma absoluta a través del fésforo.
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PFA: PerFluoroAlkoxy (polimer). Perfluoroalcoxi (polimero).

PhIAT: Phosphoproteins Isotope coded Affinity Tags. Marcaje de afinidad isotépica diferencial para
fosfoproteinas.

PIP: Peptide Intensity Profiling. Perfiles de identidad de péptidos.
PTM: Post-Translational Modification. Modificacién post-traduccional.
Q: Quadrupole. Cuadrupolo.

QconCAT: Estrategia de multiplexion para cuantificacién absoluta de proteinas mediante
concatenacion de péptidos.

QQQ: Triple Quadrupole. Triple cuadrupolo.

R: Resolucién.

RF: Radiofrecuencia.

RP: Reversed-Phase. Fase reversa.

RSD: Relative Standard Deviation. Desviacién estandar relativa.

SA: Sensibilidad en abundancia.

SD: Standard Deviation. Desviacién estandar.

SEC: Size Exclusion Chromatography. Cromatografia de exclusién por tamafios.
(p)Ser: (phosphorylated) Serine. Serina (fosforilada).

SF: Sector Field. Sector magnético.

SI(MS): Secundary ions (mass spectrometry). (Espectrometria de masas de) iones secundarios
SIL: Stable Isotope Labelling. Marcaje con isdtopos estables.

SILAC: Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell culture. Marcaje de aminoacidos con isétopos
estables en cultivos celulares.

SQ: Single Quadrupole. Analizador de cuadupolo Unico.
Th: Thompson (unidad de m/z).

(p)Thr: (Phosphorylated) Threonine. Treonina (fosforilada).
TI: Thermal lonization. lonizacién térmica.

(p)Tyr: (Phosphorylated) Tyrosine. Tirosina (fosforilada).
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TOF: Time-Of-Flight. Tiempo de vuelo.

u: Unidad de masa atémica.
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“Give a boy a hammer, and he will find that everything he encounters needs pounding”

Abraham Kaplan






A. INTRODUCCION

A.1. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

A.1.1. Conceptos.

Definicion

La Espectrometria de Masas (MS) se define como el estudio de la materia a través de la formacion
de iones en fase gaseosa que son detectados y estan caracterizados por su masa y carga®. Una de
las grandes ventajas de este conjunto de técnicas es la amplia aplicabilidad de las mismas, ya que
proporcionan informacidon tanto cualitativa como cuantitativa de las especies en muestras
complejas, ademas de informacion sobre la estructura molecular de moléculas complejas. Ademas,
pueden proporcionar informacidn sobre la composicion isotépica, asi como de la estructura de

superficies sélidas 2.
Unidades de masa atémica y molecular

Aunque las masas atémicas y moleculares se suelen expresar en términos de unidades de masa
atomica (u), es habitual en espectrometria de masas el uso del dalton (Da) como término
equivalente (1 u = 1 Da). Ademas, el Da permite el uso de prefijos multiplicativos (p.ej. kDa)3. Por
ello y en funcién del contexto, a lo largo del presente texto se utilizaran ambas unidades (u y Da)

indistintamente.
Unidades de masa/carga

En 1991, Cooks y Rockwood* propusieron el Thomson (Th) como unidad para la relacién m/z en el
contexto de la espectrometria de masas. Sin embargo, este término ha dado lugar a gran
controversia con partidarios y detractores de su uso. La relacién masa/carga (m/z) es, por definicion,
adimensional y el Th no ha sido aprobado por la IUPAC.> Por tanto, junto a las m/z de la presente

Tesis Doctoral no aparecera asociada ninguna unidad.
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A.1.2. Contexto historico: El origen de la espectrometria de masas.

Siglo XIx 611

Las bases del desarrollo de la MS tienen su origen en los estudios desarrollados por diversos
cientificos durante el siglo XIX sobre la conductividad eléctrica de los gases. El matematico y fisico
aleman Julius Plicker observod por primera vez, entre los afos 1858 y 1859, como estas descargas
realizadas en gases enrarecidos producian unos rayos que, al impactar con las paredes del tubo de
vidrio en el que estaban confinados, daban un resplandor verde fosforescente. Unos afios después,
en 1876, el fisico polaco Eugen Goldstein profundizé ain mds en estos estudios, lo que le llevd al
descubrimiento de la existencia de otros rayos similares, pero que tenian una trayectoria contraria
a la de los observados por su predecesor. Goldstein los denomind, respectivamente, rayos canales
y rayos catédicos. (del al. Kanalstrahlen y Kathodenstrahlen, respectivamente). Una creciente

curiosidad en este campo comenzaba a despertar en los cientificos de la época.

Jean Baptiste Perrin y el malogrado Heinrich Hertz fueron dos de estos cientificos que, de forma
independiente, intentaron determinar si los rayos catddicos se veian influenciados por la presencia
de campos eléctricos. Sin embargo, las conclusiones de sus estudios se contradecian; mientras que
Perrin sugeria que los rayos catddicos poseian carga negativa, Hertz no observd ningun efecto del

campo magnético sobre ellos.

Joseph John Thomson, intentd arrojar algo de luz a esta cuestion y, junto a su equipo, continud los
estudios de sus predecesores sobre los rayos catddicos. Entre los afios 1896 y 1897, fue capaz de
determinar su velocidad, asi como su relacidn carga-masa, constatando su naturaleza particulada y
denominando a esas particulas corpusculos. El corpusculo, que era la unidad fundamental de los
rayos catddicos, fue posteriormente rebautizado como “electrén” (del gr. élektron, ambar). De esta
forma se confirmaron los resultados de Perrin; los rayos catédicos se veian afectados por los campos

eléctricos.

Simultaneamente, un alumno de Goldstein, Wilhem Wien, focalizé su trabajo en el estudio de los
rayos canales (o rayos anddicos), determinando que tenian carga opuesta y muy superior a los
corpusculos descritos por Thomson. Ademds, observd que los campos eléctricos y magnéticos

afectaban a los rayos canales y construyd un sistema que los separaba en funcidn de su carga-masa.
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Este sistema fue mejorado por Thomson, credndose asi el primer espectrografo de masas de la

historia'.

Los diversos experimentos realizados con él, llevaron a Thomson a postular que esos rayos canales
estaban en realidad formados por atomos a los que le faltaba un electrén, es decir, por iones
positivos. Thomson propuso entonces el primer modelo atémico moderno, hoy conocido
vulgarmente como el modelo del pudin de pasas, donde imaginaba una gran masa de carga positiva
donde los electrones estaban incrustados'?. Obviamente, este modelo tenia inexactitudes ya que ni
el protén ni el neutrén habian sido descritos en ese momento. Sin embargo, era el primer modelo
atémico que proponia la existencia de particulas subatémicas en el &tomo, rechazando asi la propia

etimologia griega de la palabra (del gr. dtomos); indivisible.

La MS acababa de nacery, con ella, la época dorada de la fisica atémica.

Primera mitad del siglo XX &1

Durante los primeros afios del nuevo siglo, un doctorando de Thomson, Francis Aston, realizd
mejoras subsiguiente del disefio de su maestro y revisd sus estudios sobre la trayectoria de iones de
nedn. Gracias a las mejoras en la resolucion del equipo de enfoque electromagnético, asi como en
la exactitud en la determinacién de la masa, pudo separar sefiales de nedn con diferente relacion
masa-carga, y definir los indicios observados primeramente por Thomson como isétopos de un
mismo elemento, asi como determinar sus abundancias naturales (*°Ne, 2Ne). En la Figura A.1.1.,,

se puede ver a Aston con unos de sus espectrégrafos.

El concepto de isétopo habia sido sugerido unos afios antes por el radio-quimico Frederick Soddy en
el contexto de sus estudios sobre el decaimiento radiactivo de algunos elementos. En el transcurso
de una conversacién con la fisica escocesa Margaret Todd, ésta propuso el nombre de isétopos (del
gr. isos, igual y topos, lugar) tras hablarle Soddy sobre la posibilidad de que d4tomos con diferente

carga-masa pudieran ocupar el mismo lugar en la tabla periddica. Sin embargo, Soddy Unicamente

" La diferencia entre los términos espectrégrafo de masas y espectrémetro de masas es que, en el primero, la
sefial se recoge en una placa fotogrdfica, mientras que, en el sequndo, la deteccion es eléctrica. El término
espectroscopio de masas hace referencia a ambos, aunque su uso estd obsoleto. El término espectrometro
tiene cardcter general para los equipos que miden la intensidad de bandas espectrales.”
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habia pensado en la existencia isdtopos para aquellos elementos que fueran radiactivos, hasta que

Aston realizd sus experimentos.

Figura A.1.1. Francis Aston con su tercer espectrégrafo de masas en 1937. (Archivo fotogrdfico de Cavendish
Laboratory).

A partir de 1919 y durante los siguientes 20 afios, Aston continué estudiando la composicion
isotdpica de todos los elementos conocidos hasta lograr identificar no menos de 212 isétopos
estables. Esto fue posible en parte gracias a las mejoras sucesivas en el disefio de espectrémetros

de masas que fueron llevando a cabo sucesivamente Dempster, Bainbridge, Niers, etc.

La primera mitad del siglo XX estuvo caracterizada por la sucesién de las dos grandes Guerras
Mundiales. Con la llegada de |la Segunda y habiéndose incrementado el clima de tensidon que habia
dejado en Europa la Primera, comenzd una gran carrera armamentistica hacia la busqueda de la
mayor arma de destruccidn que se hubiera creado. En torno a los afos 40, ya habian sido
descubiertos varios is6topos del uranio y ya se habia obtenido evidencia experimental de la fisidn
nuclear, bases para la creacidon de la primera bomba atémica. Aunque no sean de interés particular
los entresijos, el desarrollo y la culminacidn de El Proyecto Manhattan en el contexto de esta Tesis
Doctoral, si que lo son todos los estudios y publicaciones derivados de él. El proceso de desarrollo
de la bomba atémica supuso el mayor impulso para el campo de la MS hasta ese momento, y senté
las bases para su uso como una de las mas poderosas herramientas de andlisis quimico que existen

en la actualidad.
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A partir de mediados de siglo, los espectrometros de masas fueron evolucionando hasta llegar a la
concepcidon contemporanea de los mismos. De los equipos actuales y sus caracteristicas se hablara

en los apartados siguientes.
A.1.3. Estructura badsica de un espectrometro de masas.

Como acertadamente comentan Skoog y Leary en su libro, “los fundamentos de las medidas
espectrales son sencillos y facilmente comprensibles, aunque desafortunadamente, esta

simplicidad no se extiende a la instrumentacién”.?

Un espectrometro de masas es un sistema que permite separar y detectar iones con distinta relaciéon
m/z que provienen de una muestra previamente introducida e ionizada en el sistema. De forma muy

simplificada, sus componentes bdsicos aparecen indicados en la Figura A.1.2.

Sistema Fuente d
introduccién .ue.n e. ,e Analizador Detector
ionizacién
de muestra
m/z

Sistema de vacio \ )

4 \

Procesamiento

Abundancia

Figura A.1.2. Esquema general de un espectrémetro de masas.

Aunque es evidente que un espectrometro de masas tiene otros componentes mas alld de los
indicados en la figura anterior, no es el objetivo de este trabajo ahondar en todas las caracteristicas
y componentes de los espectrometros de masas. Por este motivo, sélo se comentaran aquellos
aspectos que puedan tener mas interés en la presente Tesis Doctoral, y siempre enfocandolos hacia
MS con fuente de ionizacion ICP, es decir, ICP-MS, técnica con la que se ha desarrollado el trabajo

expuesto en el presente documento.

Sistema de introduccion de muestra

La muestra a analizar puede estar tanto en estado sélido como liquido o gaseoso. En funcion de
dicho estado y del tipo de analisis o informacién que se pretenda obtener, se escogera un sistema

de introduccién en particular, pudiendo ser necesaria una preparacion de muestra previa. Sin
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embargo, el analisis se lleva a cabo con los iones en fase gas, por lo que es necesaria una transicidn
a ese estado. Esta transicidn se consigue con la fuente de ionizacién mediante el propio sistema de

introduccidon de muestra.

En muchos de los casos, la forma en que la muestra se introduce en el espectrémetro de masas va
ligada a la técnica de separacién previa empleada para aislar los componentes de la muestra como
sucede en la cromatografia liquida (LC), la cromatografia de gases (GC), electroforesis capilar (CE),

etc.

Fuente de ionizacion

Dado que la funcionalidad de un espectrémetro de masas se basa en la separacion de iones, la
fuente de ionizacidén es una de las partes primordiales del mismo, ya que es la parte encargada de
su generacién a partir de la muestra a analizar. Hasta el dia de hoy se han desarrollado multitud de
tipos de fuentes, las cuales pueden clasificarse en funcién de su capacidad de atomizacién y/o
fragmentacion de las moléculas. Esta caracteristica, ligada a la mayor o menor energia de la fuente,
permite clasificarlas en fuentes de ionizacidn duras y blandas. En la Figura A.1.3, se muestra un

esquema de las fuentes mds conocidas en funcién de su dureza.

El MALDI

DURAS ADI BLANDAS

FAB
ESI
Cl

Figura A.1.3. Fuentes de ionizaciéon ordenadas segun su dureza. ICP: plasma de acoplamiento inductivo; TI:
ionizacién térmica; SI: MS de iones secundarios; GD: descargas luminiscentes; El: ionizacidn electrénica; Cl:
ionizacion quimica; FAB: bombardeo rapido de atomos; MALDI: desorcion/ionizacién laser asistida por matriz;
ESI: ionizacion por electroespray; ADI: desorcidn/ionizacion ambiental (Las ADI engloban un numeroso
conjunto de fuentes cuya dureza puede variar, pero en general, son consideradas fuentes blandas).

Las fuentes mas blandas, como las ADI o ESI, mantienen las moléculas practicamente intactas,
otorgandoles cierta carga y formando iones moleculares. La fuente ESI es una de las mas usadas

para el analisis de proteinas. A media que la dureza de la fuente aumenta (es decir, la energia
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suministrada) la produccién de iones moleculares va disminuyendo, aumentando la produccién de
fragmentos cada vez mas pequenos hasta llegar al nivel de fragmentacidn maximo que produce la
fuente ICP, capaz de ionizar practicamente cualquier compuesto reduciéndolo a sus iones

elementales. La fuente de ionizacidn ICP se describe mas extensamente en el apartado A.1.4.

Analizador de masas

El analizador se puede describir como un selector que permite aislar un m/z concreta del haz de
iones formado en la fuente de ionizaciéon. Existen multitud de tipos de analizadores cuyo uso suele
estar asociado a una aplicacién en particular o a la busqueda de un tipo de informacidn concreta.
Las ventajas e inconvenientes de cada uno estan condicionadas, por tanto, por los requerimientos
particulares de cada caso. Desde |a aparicién del primer sector magnético,'! hasta el desarrollo del
Orbitrap en el 2000, se han desarrollado distintas fuentes que pueden clasificarse en funcion de
parametros tales como la resolucién espectral, la sensibilidad o el limite superior de m/z. Al
combinar los distintos analizadores con las distintas fuentes de ionizacidn, se abre un gran abanico
de posibilidades que cubren un amplio rango de necesidades analiticas en muy diversos campos
(geologia, bioquimica, biomedicina, medio ambiente, etc.). No todas las combinaciones
tedricamente posibles existen instrumentalmente, si no que determinadas fuentes de ionizaciéon

suelen estar asociadas a unos tipos de analizadores de masa concretos.

En el caso particular del ICP, los analizadores mas habituales son el filtro de masa cuadrupolar o
cuadrupolo (Q), el sector magnético (SF) y el tiempo-de-vuelo (TOF). Sobre estos analizadores sus

ventajas y desventajas se discutira en el apartado A.1.4.1.3.

Detectores

Una vez generados y separados en funcion de su m/z, los iones llegan al detector. Esta llegada puede
ser secuencial, cuasi-simultanea o simultanea en funcién del analizador de masas y del tipo de
detector que lleve asociado. El tipo de detector mas habitualmente asociado al ICP es el
multiplicador de electrones (EM), a excepcidon del equipo multicolector (MC)-ICP-MS, que lleva
incorporado varios detectores de Copas de Faraday, y que le confiere al MC-ICP-MS su principal

caracteristica: la capacidad de realizar una deteccion simultanea de varios iones.

11
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A.1.4. La espectrometria de masas elemental: ICP-MS.

En los afios 80, se presentd por primera vez una fuente de ionizacidn con un plasma' de argén de
acoplamiento inducido (ICP) y acoplada a un detector de masa (Q) para el andlisis multi-elemental

a nivel de trazas*.

En la actualidad, las metodologias analiticas basadas en el uso del ICP-MS estda muy extendidas, y el
ICP-MS se puede considerar hoy como la herramienta analitica mas poderosa en la deteccién multi-
elemental en analisis quimico, habiendo demostrado ya su versatilidad y enorme impacto en
campos tan variados como la protedmica, la geologia o la arqueologia.’>*®!” Esto es debido en parte
a que permite el acoplamiento sencillo de multitud de técnicas de separacién previas al andlisis
(HPLC, GC, CE, laser, etc.). Ademas, los espectrometros de masa con fuente ICP tienen otra serie de

caracteristicas que se resumen a continuacién y explican su actual popularidad e importancia:

Sencillez, rapidez de analisis™, alta sensibilidad, precision y exactitud® en la determinacién
de los elementos quimicos a nivel de trazas y ultratrazas (limite de deteccion (LD): 0,001-

0,1 ng L' para la mayoria de los elementos).

- Capacidad multi-elemental y multi-isotépica.

- Amplio rango elemental ya que, virtualmente, cualquier elemento podria ser medido por

ICP-MS, y amplio intervalo lineal (hasta 9 érdenes de magnitud en una sola medida).

- La sefal obtenida es virtualmente independiente de la estructura de la especie, siendo
directamente proporcional a la masa del elemento. Esta caracteristica es de vital
importancia para el desarrollo de esta Tesis Doctoral, ya que esto supone la posibilidad de
emplear el ICP-MS para poder cuantificar biomoléculas de forma absoluta sin necesidad de

patrones especificos.

i £] término plasma (del gr. pldsma, material moldeable) fue introducido en el siglo XIX por el fisiélogo J. E.
Purkinge para denotar el fluido que quedaba tras eliminar el material corpuscular de la sangre. En 1928 |.
Langmuir introdujo este término para referirse al estado de la materia al que se refiere el término en este caso,
ya que el gas altamente ionizado compuesto por multiples componentes que interactuan entre si, le
recordaban al plasma sanguineo.

it Varia en funcidn del analizador.
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A continuacion, se comentaran las partes de un ICP desde el sistema de introduccion de muestra

general, hasta el analizador.

A.1.4.1. Diagrama basico de un ICP-MS.

A.1.4.1.1. Introduccién de muestra y generacion del plasma*®21

El sistema de introduccién de muestra mds habitual en estos equipos estd formado por un
nebulizador neumatico y una cdmara de nebulizacién que puede estar tanto refrigerada como a
temperatura ambiente, segln el caso. Las muestras acuosas son transportadas hasta el nebulizador
mediante una bomba peristaltica. Existen numerosos tipos de nebulizadores cuya geometria es muy
diversa. En general, estdn compuestos por una cdmara de nebulizacidon asociada a un inyector a
través del cual pasa la muestra, y en el que es introducido también el gas portador o carrier
mediante un tubo capilar. En el extremo del nebulizador se juntan ambos flujos formandose asi un
aerosol. En la cdmara de nebulizacidn, las gotas del aerosol se seleccionan en funcién de su tamafio,
siendo las mds grandes dirigidas al desecho y las pequefias transportadas al plasma por arrastre del

gas portador (normalmente Ar).

La fuente de iones de ICP se basa en la formacién de un plasma mediante la interaccién de un campo
electromagnético producido por radiofrecuencia (RF) con un flujo tangencial de gas (generalmente
argdn) a unos 15-16 L min* que fluye a través de un tubo de cuarzo llamado antorcha. La antorcha
estd formada por 3 tubos concéntricos, uno central (también llamado inyector) para el flujo laminar
de argdn portador que arrastra la muestra, un tubo intermedio para el argén auxiliar, y uno exterior
para el gas plasmdgeno. Una bobina de cobre refrigerada en su interior es la generadora del campo

electromagnético de RF (700-1600 W) y rodea la antorcha dando entre 2 y 4 vueltas.

Un iniciador de la descarga a presién atomoférica (generalmente una bobina de Tesla) provoca una
chispa de alto voltaje en la region inferior de la antorcha que lleva a la formacion de iones en el gas
plasmégeno (Ar*y e7), credndose asi el plasma en el extremo abierto de la misma. Una vez que el
plasma se ha iniciado, se mantiene por un proceso denominado acoplamiento inductivo, que da
nombre a la fuente. Los electrones primarios son acelerados por el campo electromagnético que
produce la RF, induciéndose mas colisiones con los dtomos neutros del gas (Ar°) y generdndose asi

mas electrones que induciran, a su vez, mas colisiones manteniendo la descarga estable. Este efecto
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en cascada mantendra el plasma mientras se esté aplicando una RF a la bobina. En la Figura A.1.4.

aparece un esquema del sistema generador del plasma.

Las altas temperaturas que se alcanzan en el plasma (hasta 10000 K) aseguran la desolvatacion,
vaporizacién, atomizacién e ionizacion elemental de la muestra introducida. Una vez que los iones
(mayoritariamente monoatémicos y monopositivos) se han formado en el plasma, son dirigidos

hasta la interfase.

Radiofrecuencia que origina la -
Bobina de cobre formacién del plasma de Ar

Antorcha de cuarzo formada
por 3 tubos concéntricos

Gas
portador ———— -

/ Aerosol conteniendo
/ la muestra
Gas

plasmégeno Campo
electromagnético

Figura A.1.4. Esquema de la antorcha de un sistema ICP-MS.??
A.1.4.1.2. Interfase y extraccion de iones.

El objeto de la interfase es extraer una muestra representativa de la poblacién idnica del plasma
que se halla a presién atmosférica y a unos 7000 K, y transferirla a la regidn de alto vacio del
espectrometro (analizador). Para poder llevar a cabo este proceso de forma eficiente, se requiere
un aumento gradual del vacio de forma que la extraccién se vea favorecida por un gradiente de
presidn. Desde la antorcha, donde se forma el plasma a presidon atmosférica (10° Pa), se pasa a una
region intermedia. En esta region intermedia (interfase o region de extraccidn) se encuentran dos
conos de metal. Aqui la presién es aproximadamente 102 Pa, y es generada por una bomba rotatoria.
Los conos se denominan cono de muestreo o sampler (el mas cercano al plasma), y cono separador
o skimmer (el mas lejano al plasma). Aunque habitualmente estan hechos de niquel, pueden
aparecer en otros materiales como el platino, muchos mas resistente frente a muestras corrosivas.

Los conos tienen dos orificios con diferentes diametros (en torno a 1 mmy 0.5 mm respectivamente)
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gue permiten el paso de los iones al analizador de masas a través a las lentes, que se sitian justo a
continuacién. Aunque existen diferencias de disefio de la zona dptica de las lentes, la funcion es
esencialmente la misma: enfocar electrostaticamente el haz de iones hacia el analizador, evitando

la llegada al mismo de fotones, particulas y especies neutrales.

A.1.4.1.3. Region de andlisis.

El tercer nivel de presién es el de alto vacio, cuyo valor varia en funcién del tipo de analizador (10*
—107 Pa) y es generado por una (o dos) bombas turbomoleculares. El mantenimiento del alto vacio
es esencial para asegurar la transmisién idnica, reducir el ruido espectral y los efectos de dispersién
de los iones en el analizador.?! Como ya se ha comentado, el papel del analizador es la separacidn

de los iones en funcién de su m/z.

Los analizadores mas habitualmente asociados a las técnicas de ICP-MS son el Q, el sector magnético
o su version en doble enfoque (DF) y el TOF. Con objeto de llevar a cabo una comparacion critica
entre ellos, se definirdn brevemente algunos de los parametros que mejor definen sus

caracteristicas.'®?3

- Velocidad de barrido (o velocidad de escaneo/andlisis): velocidad a la cual el analizador mide

sobre un rango particular de masas. Se expresa en unidades de masa por tiempo (u-ms™).

- Transmision: es la relacién entre el nUmero de iones que llegan al detector respecto a los

que entran en el analizador.

- Exactitud en la determinacion de la masa: indica la exactitud del analizador en la medida de
la m/z de un ion, es decir, la diferencia entre la m/z tedrica y la m/z medida. Este concepto
esta muy ligado al de resolucion. Un equipo con poca capacidad de resolucidon no puede dar
una alta exactitud. Este pardmetro es particularmente importante en la determinacion de

la composicidn isotépica de una muestra.

- Existen otros dos parametros de gran importancia, la resolucion y la sensibilidad en
abundancia, que estan relacionados con la capacidad de un analizador de separar dos masas
contiguas. Sobre estos parametros se discutird mas detalladamente en el apartado

A1.4.13.1.
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Cuadrupolo

Es el analizador mas habitual en los instrumentos de ICP-MS. Esto es asi gracias a su robustez,
facilidad de uso, amplio rango analitico de masas, alta sensibilidad, alta velocidad de barrido
(dependiente del rango de masas analizado) y relativamente bajo coste. Sin embargo, su resolucion
es limitada (R=300), separando Unicamente isétopos con una unidad de masa de diferencia. Por otro
lado, tiene gran versatilidad ya que puede ser usado como guia de iones y es muy adecuado para la

MS elemental en tdndem (ICP-MS/MS), # aspecto importantisimo en este Tesis.

Sector magnético

Los analizadores de sector magnético (SF) suelen aparecer en estrategias de doble enfoque (DF),
utilizando un sector electrostatico previo que selecciona los iones con un rango de velocidades
determinado, lo que aumenta la resolucién de masa. Ofrecen una resolucidn y exactitud excelentes
(~0.01%) y son capaces de resolver la mayor parte de las especies poliatémicas de los analitos con
la misma masa nominal. La resolucién de trabajo se puede regular, permitiendo medir a baja
(R=300), media (R=4000) o alta resolucién (R=10000). Su sensibilidad esta directamente ligada a la
resolucidn a la que se esté utilizando; de manera que, a mas resolucién, menos sensibilidad, ya que
disminuye la transmisién idnica. Sin embargo, estos equipos DF tienen un coste muy superior a los

basados en un filtro de masas cuadrupolar (Q).

Tiempo de vuelo

Los analizadores TOF no tienen tanta sensibilidad como los Q, ni tanta resolucién como los SF y no
permiten un buen control de las interferencias. Sin embargo, poseen una alta velocidad de barrido

gue permite la toma de espectros a gran velocidad de sefiales con resolucién temporal.

En la tabla A.1.1. se resumen las caracteristicas principales comparadas de los 3 analizadores

descritos (los mas habituales en la actualidad en ICP-MS).
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Tabla A.1.1. Comparacion de los 3 analizadores principales asociados a la fuente de ionizacién de ICP.2324

Penel

Analizador Resolucion Sensibilidad . Velocidad de barrido
analizador (Pa)

Buena ~7 500 000 u 51t
TOF Buena 107

R~500-2000 (espectro completo en 0.033 ms)
SE Muy buena Pobre-m.uy buena 107 ~1500 u **

Rmax~10 000 (depen(.:lllente dela (espectro completo en 150 ms)

resolucion)
~2500u s?

Q R~300 Muy buena 10%

(espectro completo en 100 ms)

A.1.4.1.3.1. Resolucion y sensibilidad en abundancia.

Ademas de los comentados anteriormente, hay especificamente dos pardmetros que establecen la
capacidad operativa de un analizador de masas para llevar a cabo un analisis cuantitativo
(controlando su capacidad de separar el pico del analito del pico de la interferencia): la resolucion y
la sensibilidad en abundancia.’®* Mientras que la resolucién indica el ancho de un pico individual y
su separacion en el espectro de otro contiguo, la sensibilidad en abundancia se refiere a la influencia

que tiene una m/z en concreto sobre la m/z contigua.?*

A continuacion, se explicardn ambos conceptos con mas detalle:

Resolucion

La resolucion (R) en un espectrémetro de masa determina su capacidad de separar regiones de masa
adyacentes en el espectro de masas. Si se consideran dos picos contiguos, se puede decir que ambos
“estan resueltos” si la magnitud del valle entre ambos picos es menor del 10% de la magnitud media

de la altura de los picos.™ La resolucidn se calcula seguin la ecuacion siguiente:

siendo Am la diferencia de masas entre dos picos adyacentes y m la masa nominal del pico del
analito. La resolucidn, por tanto, es funcién de la masa nominal, y debe ser referido a m.> En la Figura

A.1.5. aparece explicado el concepto de forma grafica.
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Am |

100 %

Intensidad (cps)

10% del valle : Am ; : \

T T
m m+Am Masa (u)

Figura A.1.5. Concepto de resolucién segun la definicion del 10% de valle. Considerados dos picos de la misma
altura con masas my m+Am, ambos estan resueltos si el valle que los une es inferior en su punto mas bajo al
10% de la altura de cada pico. (Adaptado de Becker??).

Los equipos comerciales con un analizador de cuadrupolo operan tipicamente con un poder de
resolucidon capaz de separar una 0.7-1.0 u (R=300). Como ya se ha comentado anteriormente,
aunque para la mayoria de las especies en ICP esta resolucidn es suficiente, para poder resolver
interferencias poliatémicas es necesario, al menos, R>30008 que se pueden conseguir, por ejemplo,
con espectrometros de DF. Como siempre, la eleccion de un tipo de espectrdmetro u otro depende
las necesidades analiticas concretas, y de un compromiso entre las especificaciones y el coste de las

mismas.
Sensibilidad en abundancia

La sensibilidad en abundancia o abundance sensitivity (SA) puede definirse como la medida de la
contribucion de la cola de un pico perteneciente a un ion mayoritario de masa m, sobre el pico
contiguo (m#1) que tiene menor intensidad.'®%%2! Esto tiene como consecuencia la determinacion
por exceso del analito de interés. Aunque la situacion mas habitual es la influencia sobre la masa
contigua, este efecto puede darse también a dos masas de distancia. En la Figura A.1.6. aparece una

representacion del concepto.

Incluso en condiciones de alto vacio, los iones del haz que llegan desde la fuente sufren una

dispersion debido al gas residual que queda en el analizador. Ademas, la dispersion de las particulas
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por la pared del analizador o por repulsion electrostatica en el haz idnico resultan en un incremento

de la dispersién de energia de los iones y, consecuentemente, en un deterioro de la SA%.

Intensidad (cps)

—_—
Bl |8

Masa (u)

Figura A.1.6. Sensibilidad en abundancia. La medida de la intensidad del ion B* (/s) con masa m+1 y minoritario,
se ve influenciada por la cola del ion A* (8) mayoritario y de masa m. Esto provoca una sobreestimacion de /5.
(Adaptada de Becker?).

Este parametro define la habilidad de medir analitos a bajas concentraciones en presencia de
matrices complejas o con altas concentraciones de elementos. Cuanto menor sea el valor de la SA,
mas exacto serd el valor de la medida. El valor numérico de la SA se calcula seguin la ecuacidn

siguiente:

siendo I, la intensidad para una m/z=m, e I+ la intensidad de la sefial a la m/z=m+1 (o, en su caso,
m/z=m-1). El valor de la SA es dependiente del poder de resolucion (R) del espectrémetro de masas,
por lo que es especialmente critico en los analizadores de tipo cuadrupolar. Sin embargo, el valor
especifico de la SA no sélo depende del tipo de analizador, sino que también puede variar en funcién
del tipo de detector o de las lentes o de otras modificaciones que se hagan sobre el equipo. >?° Para
los equipos con un analizador de cuadrupolo, su valor (en torno a 107°) es significativamente mas

alto que para el TOF o el DF (108-10).
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A.1.4.2. Las interferencias en ICP-MS: interferencias espectrales y no espectrales.

El gran poder de ionizacion de la fuente ICP, asi como el hecho de que el plasma esté a presion
atmosférica, favorece la ionizacion de numerosas especies que involucran componentes
atmosféricos (p.ej. CO,, Ny, H,0, O,), cuya m/z puede solapar con la m/z de los is6topos de interés,
algo que también puede suceder con la ionizacidn de los propios componentes de la matriz de la
muestra, pudiendo verse comprometida la exactitud de los resultados cuantitativos. En
consecuencia, para poder llevar a cabo un andlisis adecuado, es necesario un exhaustivo control de
las interferencias, eliminandolas o minimizandolas. Las interferencias en ICP-MS se pueden clasificar
en 2 tipos principales: espectrales y no espectrales. La importancia de las interferencias en ambos

tipos puede ser desde pequena hasta extremadamente severa.
Interferencias no espectrales

Las interferencias no espectrales, también llamadas efectos de matriz, se pueden definir como
variaciones en las sefales (incrementos, o disminuciones) que son inducidas por la composicion de
la propia muestra.?”?¢ Un ejemplo seria la presencia de elementos alcalinos como el Na que, al tener
un potencial de ionizacion bajo, se ionizan de manera preferente, y causan supresién de la ionizaciéon
en elementos con alto potencial de ionizacidn como el Hg.?® En general, estos efectos son
independientes de posibles solapamientos espectrales y no estan limitados a un Unico elemento.
Dado que el efecto de matriz puede tener un origen muy diverso y complejo (pudiendo ser
dependientes de la fuente o equipo utilizado), a veces son dificiles de identificar y de solucionar.
Algunas estrategias tradicionales para combatir los efectos de matriz son el uso de patrones
internos,*® adiciones estadndar,®! preparaciones de muestra especifica que minimicen el efecto de la

matriz,3 o diluciones mediante gases afiadidos al plasma.>?
Interferencias espectrales

La historia del desarrollo de la MS elemental es la historia de la lucha contra las interferencias
espectrales. Estas interferencias son las mas habituales en ICP-MS y ocurren cuando un ion
(monoatémico o poliatdmico) tiene la misma masa nominal que el isétopo de interés. Este tipo de
interferencias suele llevar a determinaciones por exceso, ya que la sefial del interferente se solapa

con la sefial del analito. Esta situacion puede darse por varias vias:
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Interferencias poliatomicas: respecto a un conjunto de atomos (o especies moleculares) que
tienen la misma masa nominal que el isétopo de interés. Dentro de este grupo se pueden
incluir tanto aquellas especies poliatdmicas cuya masa nominal es la misma que la del
analito (°°Fe* y “°Ar'®0* a m/z=46), como a las especies poliatdmicas ionizadas con mdltiples
cargas cuyo resultado es una m/z igual a la del analito. Normalmente estas especies suelen
ser dobles cargadas, siendo un ejemplo muy comun la m/z=40 de la especie *°Ar*°Ar?* que
interfiere al isétopo “°Ca*. Estos iones poliatdmicos suelen producirse en el plasma, aunque
también pueden proceder de la propia muestra si el enlace es suficientemente fuerte para
soportar las condiciones del plasma (como es el caso de algunos éxidos). Son la principal y

mas problemética fuente de interferencias en un ICP.3

Interferencias isobdricas: esta situacidon se produce cuando dos atomos tienen la misma
relacion m/z. El interferente puede provenir de la matriz de la muestra o de la propia
atmdsfera. Dos ejemplos de estas situaciones serian la interferencia de 2°“Hg* sobre 2%*Pb*
y la del *°Ar* sobre el *°Ca*, respectivamente. En la naturaleza se da la circunstancia de que
la mayor parte de los elementos con varios isdtopos suele tener al menos uno que no esta
interferido isobaricamente. Ademas, por debajo de m/z=36 y por encima de la m/z=204,
este tipo de interferencias no se observan. La relevancia de estas interferencias en la
medida analitica depende no sélo de la concentracidn del analito en la muestra, sino
también de la abundancia del isétopo interferente ya que, si este Ultimo es muy minoritario

y el analito esta en suficiente concentracion, su influencia podria ser despreciable.

Ademas de las ya comentadas, existe otro tipo denominado interferencias causadas por los efectos

de cola o tailing effects. Ya que no cumplen de forma estricta la definicion de las anteriores, se

incluyen en una categoria diferente. Aunque no siempre son descritos como interferencias, su

clasificacion como tal es circunstancial por el alto interés que tiene en el desarrollo del apartado

D.4. de la presente Tesis Doctoral. Las interferencias de cola son causadas por el efecto de la SA

descrita en el apartado A.1.4.1.3.1. como una caracteristica de los analizadores de masa. Este caso

se da cuando una m/z contigua a la m/z del analito tiene una intensidad tal que su cola abarca hasta

las m/z de interés. Su importancia es relativa en funcion de la intensidad del interferente y la del

analito. Cuanto mayor sea la concentracién de interferente respecto a la concentracion del analito,

mayor sera el error cometido en la cuantificacion. Esta situacion es habitual cuando la m/z del
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analito esta cerca de la m/z de isétopos mayoritarios presentes en la atmdsfera o en la matriz de la

muestra.

A.1.4.3. Estrategias de eliminacion y/o reduccidn de las interferencias en ICP-MS:

interferencias espectrales.

Debido a la propia naturaleza de la fuente de ICP, la formacién y eliminacién de las interferencias
no es un asunto trivial. Como se ha dicho, los efectos sobre la determinacién de la medida pueden
ser de significacion variable. Una cuantificacidon exacta de los analitos solo puede llevarse a cabo si
estos no estdn interferidos o, en caso de que lo estén, si las interferencias pueden ser corregidas o
eliminadas. No obstante, hay ocasiones en que la magnitud de los efectos es suficientemente baja
como para que puedan ser ignorados e incluir el error asociado a la propia incertidumbre de Ia

medida.

Para aquellos casos en que los efectos de las interferencias son significativos, existen diversas
estrategias para minimizarlas, corregirlas o eliminarlas. Las diferentes opciones no son excluyentes,
si no que se buscan distintas combinaciones que permitan obtener los mejores resultados. En la
Figura A.1.7. se citan las principales estrategias disponibles clasificadas en funcién del momento de

su aplicacidn respecto a la medida analitica.
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Figura A.1.7. Esquema de las principales estrategias para la eliminacidn de interferencias espectrales.

A.1.4.3.1. Estrategias previas al andlisis.

En ocasiones, el interferente sobre nuestro analitico es especifico de la matriz en la que se encuentra
el analito. En estos casos, si existe alguna propiedad fisico-quimica diferencial, es posible la
modificacion de la matriz de la muestra para eliminar el interferente. Un ejemplo seria el uso de una
cromatografia de intercambio catiénico para eliminar el Rb que interfiere sobre el 8Sr en el anélisis

isotdpico de vino.>®

A.1.4.3.2. Estrategias posteriores al andlisis.

En los casos en los que esta separacion previa no es posible, a veces se pueden resolver las
interferencias matemdticamente. Mediante el uso de correcciones basadas en la medida de

relaciones de distintas especies (como en la medida de otros isétopos del mismo elemento libres de
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interferencias), es posible calcular la contribucion tedrica del interferente sobre la sefial del
analito.®® La mayor ventaja de los métodos matemdticos es la velocidad y rapidez en su aplicacion.
Esta estrategia no puede aplicarse en todos los casos, y la precisién y exactitud que se puede obtener

disminuye a medida que aumenta la complejidad de las ecuaciones de correccidn aplicadas.?®

A.1.4.3.3. Estrategias metodoldgicas simultdneas a la medida analitica.

Estrategias metodoldgicas

La primera consideracién que ha de hacerse cuando se analiza una muestra, es la eleccion del
isétopo del elemento a analizar. Como ya se ha comentado en la descripcion de las interferencias
isobdricas, si el elemento a analizar es multi-isotdpico, es posible que uno de los isdtopos no esté
interferido, aunque tenga una abundancia relativa menor. Esto es algo que ha de evaluarse en cada

caso y siempre que la sensibilidad sea suficiente.

Otra estrategia general clave es la de optimizacion del método. Las condiciones del plasma afectan
directamente a la produccion de éxidos y dobles cargados de los iones, que pueden actuar como
interferentes. En los equipos actuales, esta estrategia se puede llevar de forma prdacticamente

automatica durante el encendido del equipo.

Ademas, dado que es precisamente la alta energia del plasma la que incrementa la produccion de
interferencias, puede disminuirse la energia del mismo incrementando el flujo del gas portador y/o
aumentando la distancia de la antorcha al cono de muestreo. De esta forma se disminuye la
capacidad de ionizacidn de la fuente, que afecta principalmente a las especies poliatdmicas que
tienen un potencial de ionizacién superior al del analito. Esta estrategia particular se conoce como
plasma frio (cool/cold plasma).’” Desafortunadamente, el uso del plasma frio suele estar limitado a
la determinacion de elementos con potenciales de ionizacion bajos y en muestras con matrices no
demasiado complejas (generalmente acuosas) donde no haya efectos importantes de supresion de

la ionizacidn.

Estrategias instrumentales

Ademas de las diversas estrategias metodolégicas empleadas para combatir las interferencias (ya

sea antes, después, o durante el desarrollo de la medida analitica), también se han desarrollado
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disefos y asi como modificaciones en los componentes basicos de los equipos que combaten de
forma especifica la formacion de interferencias. Estas estructuras o disefios modificados, pueden

afectar a partes concretas, o la propia configuracion del ICP-MS.

Por ejemplo, el llamado shield torch es una pequefa placa de platino que se coloca alrededor del
extremo abierto de la antorcha como si fuera un escudo. Esta placa permite disminuir las descargas
secundarias que se producen entre el cono de muestreo y la bobina generadora de radiofrecuencia.
De esta forma, se consigue disminuir la formacién de algunas especies poliatdmicas, principalmente
de argdn.®® El desarrollo del shield torch fue simultaneo al empleo de la estrategia del plasma frio.
A pesar de que su uso esta generalizado en los ICP-MS, es mas bien una medida paliativa que se
complementa con otras estrategias. De hecho, la mayoria de los equipos actuales lo llevan equipado

de serie.

A.1.4.3.3.1. Las celdas de colision/reaccion.

Desde que fueron incorporadas por primera vez en torno a los afios 90, las celdas de
colision/reaccion (CRC) se han convertido en la estrategia mas habitual para la eliminacidn de
interferencias espectrales en los equipos con analizador de masas de tipo Q. Hoy en dia casi la
totalidad de los ICP-QMS estan equipados con una CRC.* El sistema consiste fundamentalmente en
una guia de iones (cuadrupolo, hexapolo u octapolo) encerrada en una celda que puede estar
presurizada con un gas. La celda se suele situar a continuacion de las lentes idnicas del equipo antes

del analizador de masa. El gas puede interaccionar con las interferencias de dos formas:

- Modo colision: Este modo es especifico para la eliminacion de interferencias poliatémicas y
especialmente efectivo para aquellas que provengan de matrices complejas, ya que no es
necesario tener un conocimiento previo acerca de la naturaleza y la composicion de las
mismas. La eliminacién de las interferencias se produce por la combinacién de 2
mecanismos no reactivos: disociacion inducida por colision (CID) y discriminacién de la
energia cinética (KED). EI mecanismo CID consiste en la colision de los dtomos del gas no
reactivo con el interferente poliatémico, causandole una pérdida de energia. Esta pérdida
de energia puede ser tal que exceda la energia del enlace de la molécula, produciendo la
disociacion de la especie poliatémica. Sin embargo, dado que los gases utilizados mas

habitualmente son gases ligeros, esta disociacién no es la consecuencia mas notoria, si no
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que se limita a una pérdida de energia no disociativa.*>*! Debido al gran tamafio de las
especies poliatdmicas (en relacion a los atomos ionizados), es estadisticamente mas
probable que el gas choque con éstas antes que con los isétopos de interés, por lo que la
perdida de energia cinética sera mayor para los interferentes. A la salida de la celda se aplica
un potencial desacelerador que permite discriminar entre las especies poliatémicas
(interferentes) y las atdmicas (analitos). Este proceso se conoce como KED. Aunque existen
diversas opciones como gas de colision, el mas utilizado y efectivo es el helio.*? Sin embargo,
puede suponer un empeoramiento en el limite de deteccién para determinados elementos
especialmente interferidos como el P, S o el Ca, imposibilitando asi un analisis a nivel de
ultra-trazas. En estos casos, puede ser mas util el modo de reacciéon que se explica a

continuacién.®

- Modo reaccion: en este modo, el gas reacciona con el ion y lo transforma en otra/otras
especies por procesos de transferencia de carga, protones y/o dtomos. Este método puede
ser mucho mas efectivo para los analisis que requieran bajos limites de deteccién. No
obstante, es importante tener un conocimiento previo del tipo de matriz y la composicién
de la muestra para poder aprovechar la gran versatilidad que ofrece el poder seleccionar
entre diversos gases el mas adecuado, asi como para determinar los iones que se vayan a
formar tras la reaccion. Por otro lado, las reacciones que se producen en la celda pueden
tienen un caracter mas impredecible que el de las colisiones. De hecho, pueden ocurrir
reacciones inespecificas por los componentes de la matriz que a su vez sean interferentes,
al no haber un filtro previo a la celda.”® Aunque los gases méas habitualmente utilizados en
las celdas de reaccion sean el H, y el O,, también se han desarrollado aplicaciones para NHs,

CHa, etc.®*%

Las celdas pueden ser de reaccidn o de colisidn, pero actualmente la tendencia es la de permitir
ambas posibilidades, ya que esto aumenta las capacidades y prestaciones analiticas de los equipos.
En funcién de la marca comercial que desarrolle la celda, las caracteristicas de la misma varian,
aunque su fundamento sea el mismo. De esta forma, aparecen en el mercado diversas variaciones
como la celda de reaccién dindmica (DRC) desarrollada por Perkin-Elmer,*! o la celda de reaccion de

t.%¢ Aunque la estructura tradicional de la CRC es la

octapolo (ORC o ORS) desarrollada por Agilen
que se ha explicado (basada en la presencia de una guia de iones multipolar), existen otras

posibilidades como la desarrollada por Bruker, llamada interfase de colision-reaccion (CRI). Esta
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“celda” se basa en la introducciéon del gas de colision/reaccién directamente al plasma y al haz de

iones antes de que llegue a las lentes idnicas, sin necesidad de tener una celda presurizada.”’

A menudo, los términos celda de colisidn (CC) y celda de reaccion (CR) aparecen de forma indistinta
en la literatura. Tradicionalmente, estaban determinadas por el tipo de multipolo que se estuviera
usando como guia de iones. El niumero de barras que tenga el multipolo determina el tamaiio de la

region de estabilidad idnica; a mayor orden de multipolo, mayor regién de estabilidad (Figura

A.1.8).%

Figura A.1.8. Esquema de la regidn de estabilidad idnica (gris claro) respecto a las distintas guias de iones (de
izquierda a derecha: cuadrupolo, hexapolo, octapolo). (Adaptada de Agilent*).

La principal ventaja de los cuadrupolos es que permiten una alta especificidad en la seleccién de la
m/z tanto del ion precursor como del ion producto. Por este motivo, los cuadrupolos se usan
habitualmente como multipolo para las CR, ya que permiten un mejor control de los precursores
que van a entrar en ella, asi como de los productos de reaccién indeseados, que pueden ser
identificados y eliminados antes de pasar al analizador.”® Sin embargo, la transmisidn idnica es
menor que en los multipolos de mayor orden, y las pérdidas por dispersién son mayores. Por el
contrario, en los hexapolos y, especialmente en los octapolos, la transmision idnica es mayor y la
dispersion menor, lo que le permite transmitir iones en todo el rango de masas elemental. Dado
gue el modo de colision es menos especifico que el de reaccidon, estos multipolos son usados como

CC y bajo condiciones no termalizadas, donde estan favorecidas las colisiones.**3

Las estrategias de eliminacion de interferencias no estan basadas Unicamente en las caracteristicas
de la celda sino también en la propia configuracion de los analizadores que las contienen, que

permiten optimizar las posibilidades de la misma. Por este motivo, se puede considerar a los equipos
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ICP-MS completos como sistemas/estrategias para la eliminacién de interferencias. A continuacion,

se comentardn dos de ellos: el DF-ICP-MS, y el ICP-QQQ.

A.1.4.3.3.2. El DF-ICP-MS.

Una de las formas mas eficientes de eliminar las interferencias espectrales es el uso de equipos de
alta resolucién. Esta alta resolucién (R~10 000) se consigue normalmente con la combinacion de
sectores magnético y electrostatico (DF-ICP-MS) y de una combinacién de rendijas de entrada y
salida adecuadas. Este sistema permite la separacion fisica de interferencias poliatdmicas en ICP sin

la necesidad de usar condiciones de plasma frio o CRC.

Sin embargo, aunque su poder de resolucidn sea mucho mayor que el de los equipos basados en un
analizador de tipo Q, el trabajar en alta resolucién supone un sacrificio de sensibilidad, lo que puede
traducirse en un empeoramiento de los limites de deteccion por la disminucion de la transmisidn
idnica asociada. Ademas, estos equipos tienen un alto precio, son complejos desde el punto de vista
técnico y menos robustos que un ICP-QMS. En la Figura A.1.9. se muestra el esquema de uno de

estos equipos de alta resolucién.

ESA

detector

v, lentes
S region
“ intermedia

a

- |

fuente de plasma

nebulizadory

%";’ camara del nebulizador

Figura A.1.9. Esquema de un equipo DF-ICP-MS (Element 2, Thermo Fisher Scientific). (Adaptada de
Jakubowski y colaboradores °°).
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La fuente de iones, la regién intermedia (interfase) y el consiguiente sistema de lentes son
necesarios de la misma forma que lo son en un sistema de Q. Sin embargo, existen algunas

particularidades que se mencionardn a continuacién.

El esquema bdasico de un DF lo constituyen dos sectores, uno magnético (SF) y uno electrostatico
(ESA), situados entre las dos rejillas de entrada y salida. La posicion de ambos sectores es opcional:
tradicionalmente, el ESA estaba colocado previamente al SF (geometria Nier-Johnson), pero hoy en
dia la tendencia es la llamada “geometria inversa”, considerada mas ventajosa, ya que las corrientes
idnicas que se generan en la fuente son reducidas primero por analisis de masas y sdlo los iones de
la masa seleccionada estdn subsecuentemente sujetos al anadlisis. Esto ayuda a mejorar la SA y

disminuye el ruido de fondo.?

Hoy en dia, en la configuracién habitual de un DF-ICP-MS, los iones son extraidos del plasma y
acelerados en la regidn dptica antes de entrar en el analizador. El SF, que es dispersivo respecto a la
energia iénica y a la masa, enfoca todos los iones desde la rendija de entrada dandoles un radio de
curvatura dependiente del campo aplicado, de su masa y de su velocidad. Luego, el ESA, que sélo es
dispersivo respecto a la energia del ion, los enfoca de nuevo hacia la rejilla de salida, justo antes del

detector.®

El primer equipo comercial de DF fue introducido en 1988 por la empresa VG con el nombre de
PLASMATRACE I, con una configuracién de Nier-Johnson inversa. En funcion de la amplitud de la
rejilla, el poder de resolucidon podia regularse entre 400 y 8000, y tenia dos tipos de detectores
diferentes para la medida de componentes mayoritarios (copa de Faraday) o para la deteccién de
trazas o ultra trazas (EM). Sin embargo, el mayor hito en los equipos de DF, fue el desarrollo del
ELEMENT por Finnigan MAT (hoy parte de Thermo Fisher Scientific) en 1993. Este equipo tenia una
configuracién inversa, ademas de otras mejoras respeto al potencial de aceleracién aplicado. Su
tamafio compacto, el bajo coste respecto a los equipos anteriores, asi como sus cualidades técnicas
supusieron un gran éxito. De hecho, la mayoria de las aplicaciones de DF-ICP-MS para el analisis de
materiales bioldgicos fueron publicadas usando este equipo.>! Ofrecia tres opciones de resolucion:
300, 4000 y 10 000 (menor apertura de la rejilla, mayor resolucion), y un Unico detector EM que
permitia trabajar en modo pulsado o analdgico, en funcidn de la concentracién de los analitos. A
partir de entonces empezaron a introducirse en el mercado diferentes modelos de equipo como el

modelo Element 2 y el Element 2/XR.
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Como ya se ha comentado, el poder de resolucidon de este equipo permite la correccidén de la
mayoria de las interferencias espectrales. Respecto a la SA, esta serda mas favorable trabajando en
alta resolucidn, llegando a valores de 107. En la Figura A.1.10. se describe la separacién de una
interferencia simulada al aumentar el poder de resolucién que se esté empleando.

A) (B) ©

Intensidad

Figura A.1.10. La figura muestra un esquema de las medidas en baja (A), media (B) y alta resolucién (C). Las
medidas donde existe interferencia aparecen en gris (A, B). La deteccidn libre de interferencias del analito
aparece en negro (C). (Adaptada de Jakuwoski y colaboradores®?).

A.1.4.3.3.3. El ICP-QQQ.

Fundamentos

Hacia el final de los afios 80 del siglo pasado, en pleno desarrollo de las celdas de colisién, Douglas
evalud la posibilidad de usar MS/MS como estrategia para la eliminacién de interferencias
poliatémicas en ICP-MS.52 Desafortunadamente, las condiciones de trabajo utilizadas también
favorecian la transferencia de carga del analito, empeorando la sensibilidad y con ello la deteccién.
Como consecuencia, el desarrollo de la estrategia ICP-MS/MS quedd relegada en favor de la CRC en

equipos de un unico cuadrupolo® hasta el afio 2012.

El ICP-QQQ es el primer triple cuadrupolo desarrollado para los equipos ICP-MS. Fue comercializado
por primera vez por Agilent bajo el nombre 8800 Triple Quadrupole ICP-MS (también denominado
ICP-MS/MS). De acuerdo con la IUPAC,® el término triple cuadrupolo se aplica al espectrémetro de
masas en tandem que comprende dos espectrometros de masa de transmisiéon cuadrupolar

colocados en serie, con un Unico cuadrupolo (u otro multipolo) entre ellos que no actia como
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selector de masa, sino como celda de colisién. En el ICP-QQQ los dos cuadrupolos se encuentran

separados por una ORC3}(u ORS3, Octapole Reaction System)" cuya guia de iones es un octapolo.

La principal caracteristica de la configuracidn de este equipo es que, teniendo el poder de resolucién
habitual en un ICP-QMS (0.7-1.0 u), permite un control Unico de las interferencias. Como se habia
comentado al hablar de las CC y CR, estas tienen una serie de ventajas e inconvenientes asociadas
a cada modo de trabajo. Aunque el modo de reaccion permite el andlisis a nivel de ultra-trazas, los
resultados pueden ser erraticos debido a productos indeseados que se formen en la celda y sobre
los que no se pueda ejercer un control mas exhaustivo. Es precisamente la configuracion MS/MS la
gue permite controlar lo que ocurre en la celda optimizando el funcionamiento del modo reaccién.
En la Figura A.1.11. aparece un esquema del equipo en el que se puede observar dicha

configuracion.

Q2 2 Detector

Figura A.1.11. Configuracion de un equipo 8800 ICP-QQQ: Q1-ORS3*-Q2-Detector.>?

Eliminacidn de interferencias en el ICP-QQQ

La principal diferencia del ICP-QQQ respecto a un equipo SQ (Single Quad, un Q), es la presencia de
un primer Q (Q1) que funciona como un filtro de masas real y que Unicamente permite el paso a la

celda (ORC) de las masas seleccionadas previamente, eliminado todas las demas. Esto mejora el

v El superindice que aparece en el térmico ORC3, indica unicamente la mejora sobre la ORC inicial, es decir;
ORC de tercera generacion.
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modo de colisidn tradicional en SQ, pero la mayor ventaja se obtiene al trabajar en modo reaccion,
ya que se limita la formacién de nuevas interferencias en la celda mediante el control de los
componentes de la matriz que entran en la misma. En la Figura A.1.12. se compara la eliminacién

de las interferencias de un equipo SQ con celda de reaccion (y O, como gas reactivo) con un QQQ.
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Figura A.1.12. (A) Eliminacidn de las interferencias en un ICP-QMS tipico equipado con una CR. En la celda
entra el analito (Se) asi como cualquier otro ion. El 8Se* reacciona con el O, para formar #Se'®0*, que se
detectard a m/z=96, al igual que otras especies con la misma m/z. (B) y (C) Eliminacién de interferencias en
un QQQ. (B) En el Q1 se filtra Gnicamente la m/z original del analito (2°Se*) que entrard en la celda junto con
sus interferencias isobdricas. Reaccionard con el Oy siendo su m/z resultante la seleccionada en el Q2 y
eliminandose el resto. (C) En Q1 se selecciona la m/z del analito (*®Ca*), que en este caso no reacciona en la
celda, pero si su interferencia isobarica, eliminandose en el Q2 al seleccionar en él la misma m/z que en el Q1.

En ICP-QMS, todos los componentes de la matriz que se han ionizado en el plasma pasan a la celda
de reaccidn, en la cual se hace reaccionar al analito con el gas de reaccion (p.ej. 0,). La m/z de
nuestro analito tras la reaccioén es seleccionada en el analizador (Q), pero al no tener control sobre

la entrada en la celda, cualquier elemento presente en la matriz podria reaccionar también de forma
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inespecifica dando lugar a nuevas interferencias que pudieran solapar en m/z con nuestro analito y
llegando, por tanto, al detector. Por este motivo, el éxito de las celdas de reaccidn esta condicionado
por la capacidad de controlar las reacciones que ocurren en su interior, las cuales estan afectadas

por la complejidad de la matriz, asi como por su composicidn.

Al existir un analizador Q1, existe un control absoluto sobre lo que entra en la celda. De esta forma,
Unicamente aquello que tenga la m/z del analito pasara a ella. Ya en la celda, el analito reacciona
con el gas de reaccion (p.ej. O,), origindndose la m/z producto que va a ser seleccionada en el Q2.
Es decir, existen dos filtros de seleccion; el Q1 donde se eliminan las interferencias derivadas de la
matriz, y el Q2 que permite eliminar productos indeseados procedentes de reacciones inespecificas
de la ORS, permitiendo asi un andlisis exacto y preciso, consistente e independiente de la matriz y

el tipo de muestra.

A primera vista, el beneficio de usar el modo MS/MS para elementos no interferidos podria
considerarse incierto. Sin embargo, existe otro caso en el que esta configuracion puede ser incluso
mas ventajosa. Anteriormente ya se habia hablado de las interferencias debidas a los efectos de
cola, asi como su relacién con la SA. El valor habitual en los equipos de Q esta torno a 10°-107. En
el modo MS/MS, el valor de SA se calcula como el producto de la SA en el Q1 y la SA del Q2, lo que
da un valor de entre 101y 104, 54 Este valor es de los mds bajos obtenidos para analizadores de
MS, permitiendo la eliminacién del solapamiento de elementos mayoritarios sobre los contiguos, lo
que permite la determinacién de elementos a niveles de traza como, por ejemplo, el >>Mn en sangre,

que estd interferido por la cola de *Fe.

Modos de trabajo

En funcién de las necesidades analiticas, y caracteristicas particulares de la naturaleza del analito,
pueden emplearse dos modos de trabajo diferentes: modo on-mass, y modo mass-shift (términos

originales).

- Modo mass-shift: El analito con m1/z se hace reaccionar en la celda, obteniéndose un ion

producto a my/z, separandolo de las interferencias originales. Figura A.1.12. (B).
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- Modo on-mass: en este caso la m/z original del analito es seleccionada tanto en Q1 como
en Q2, siendo desplazadas en la celda sus interferencias mediante reaccién con un gas.

Figura A.1.12. (C).

El modo de trabajo dependera de la naturaleza del elemento, asi como de sus interferencias. En
funcidn de la entalpia de reaccién de los elementos respecto del gas de reaccién en las condiciones
especificas de la celda, estos reaccionardn total o parcialmente (o no reaccionaran en absoluto) con
el gas.>® Dependiendo de si la reaccidén estd mas favorecida para el analito o el interferente, se

optara por el modo mass-shift, o el modo on-mass respectivamente.

Ademas de los dos modos anteriores, el equipo también permite trabajar en modo SQ, de forma
similar a como lo hace un ICP-QMS, pero utilizando el Q1 simplemente como una guia de iones. Una
variacion sobre este modo de trabajo es configurar el Q1 para que funcionen como un paso de
banda (bandpass) que permita pasar un rango de masa concreto (por ejemplo, de m/z=32 a
m/z=48). Este modo ha sido evaluado y comparado con el modo SQ y MS/MS por Balcaen y
colaboradores.®” Aunque el modo bandpass mejora los resultados que se obtienen con un equipo
de un Unico cuadrupolo, sigue existiendo contribucidén de iones interferentes a la medida, por lo que

s6lo en modo MS/MS se obtienen realmente resultados de cuantificacion exactos.

La configuracién estandar del equipo permite la entrada de al menos 4 gases diferentes a la celda
en funcién de si se trabaja en modo reaccién o colisiéon: He, H,, NH3 y O.. En la literatura existen
numerosas referencias que proponen metodologias con diferentes gases de reaccidn en funcion de
la matriz y el elemento a analizar. Sin embargo, al disponer de una nueva configuracién que incluye
un Q1, se pueden evaluar diversas estrategias para poder explorar la reactividad de los iones en
estas nuevas condiciones de medida. A continuacidon, se comentan brevemente tres estrategias de

trabajo tipicas de los QQQ:

- Modo “ion producto” (product ion scan): normalmente se lleva a cabo para explorar la
reactividad de un analito en la celda con un determinado gas y seleccionar la m/z mas
adecuada para su deteccion. El ion de interés se fija en el Q1, el cual pasa a la celda

presurizada con un gas. En el Q2 escanea a lo largo de todo el rango de masas.
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- Modo “ion precursor” (precursor ion scan): se suele utilizar para elucidar el origen de una
determinada especie (ion) que aparece tras la reaccion en la celda. En este caso es Q2 el

que fija la m/z resultante y el Q1 se utiliza en modo de escaneo del rango de masas.

- Modo “ganancia neutra” (neutral gain scan): este modo consiste en fijar una diferencia de
m/z entre Q1 y Q2, y que todos los iones detectados tengan la misma diferencia de masa
con respecto al ion precursor. Es util, por ejemplo, para comprobar la deteccion libre de

interferencias de varios isétopos de un elemento.

Perspectivas

La introduccién de la configuracion MS/MS (QQQ) en ICP-MS ha supuesto un hito en la historia de
la eliminacién de interferencias en la MS elemental. Aunque solo lleva en el mercado 4 anos, el
numero de publicaciones relativas al equipo ha ido incrementdndose exponencialmente afio tras
ano tal y como se puede ver en la Figura A.1.13. Respecto al campo de aplicacién la mayor parte de
los trabajos estdn englobados todavia dentro de la quimica, aunque su enorme potencial en andlisis
guimico hace prever un incremento seguro, creciente y de gran impacto en el resto de campos que

necesitan del andlisis quimico elemental.

(A) Numero de referencias por afio (B) Distribucién por campo de estudio

100

80

60

40

Quimica Bioquimica y Biologia molecular
20 H H = Ciencias de la tierra = Medicina
0 [ |_| = |ngenieria quimica = Fisica

2012 2013 2014 2015 2016 2017 = QOtros

Figura A.1.13. A) Numero de referencias sobre el ICP-QQQ. B) Distribucion de las referencias por campo de
estudio. (Consultado en Scopus el 17/03/2017. Términos de busqueda: ICPQQQ, ICP-QQQ, ICP-MS/MS. Todos
los documentos).

La capacidad de eliminacién de interferencias espectrales ha supuesto una gran ventaja
especialmente para determinados elementos cuya deteccidn se habia visto dificultada bien por su

propia naturaleza o por la complejidad/composicidén de la matriz en la que aparece. Por ejemplo,
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As, Se, Sy P son elementos tradicionalmente presentes en biomoléculas y que presentan altos
potenciales de ionizacién, asi como numerosas interferencias poliatdmicas. Actualmente, estos
elementos son objetivo primordial en el desarrollo de aplicaciones. Algunos ejemplos son la
determinacion de S en matrices orgdnicas®’, especiacidn de selenoproteinas®, o la determinacion
de As*® en la industria alimentaria. Gran parte de estas aplicaciones se desarrollan utilizando como
gas de reaccidn el O,. Sin embargo y aunque no tengan entrada especifica a la celda, también estan
empezando a desarrollarse nuevas estrategias utilizando CHsF o N,O como gases de reaccion®*. Dada
la ventajosa configuracion seria de esperar que en los préximos afios el uso de este equipo se
generalice convirtiéndose en una novedosa estrategia versatil y eficaz para la eliminacion de

interferencias.
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A.2. PROTEOMICA.

A.2.1. Contexto historico.

Una de las principales preocupaciones cientificas durante el siglo pasado fue entender cémo y
dénde se almacenaba la informacién que daba forma a un sistema bioldgico. El primero en postular
la existencia de unas unidades hereditarias discretas, hoy denominadas genes (de. gr. génos, linaje),
fue Gregor Mendel en sus conocidos experimentos sobre el color de los guisantes® durante el siglo
XIX. Aunque en un primer momento los estudios de Mendel quedaron en el olvido, fueron
rescatados en 1901, lo que llevé a la busqueda de la identidad de esas unidades hereditarias. En la
figura A.2.1., aparece un eje temporal en el que se mencionan algunos de los descubrimientos clave

de la biologia molecular relacionados con esta busqueda.

1865, G. Mendel h
Primera teoria de transmisidén de caracteres hereditarios
(genes) en Pisum sativum (guisantes) )
| e ™
1928, F. Griffith
Principio transformante heredable también presente en
bacterias. Transforma cepas avirulentas en virulentas )
1943, 0. Avery, C. MacLeod y M. McCarty )
La molécula de ADN parece ser el principio transformante
que contiene la informacion genética )
~
1952, M. Chase y A. Hershey
El ADN es el portador de la informacion genética
y,
~
1953, J. Watson y F. Crick
Primer modelo de la estructura del ADN
y,

Figura A.2.1. Eje temporal de algunos de los descubrimientos clave en la biologia molecular. Griffith®! postula
la existencia de un principio transformante en cepas de bacterias que modifica el fenotipo de otras. Avery y
colaboradores®? asocian ese principio con los acidos nucleicos. Chase y Hersey® confirman irrefutablemente
los experimentos de Avery. Watson y Crick® presentan el modelo estructural del ADN.

43



A. INTRODUCCION

El punto de inflexién fue cuando, en 1953, Watson y Crick, publicaron un modelo para la estructura
del ADN.%* Para ello se basaron en las leyes de Chargaff®® sobre la complementariedad de bases en
la molécula de ADN y en los estudios cristalograficos de R. Franklin® y M. Wilkins (Figura A.2.2.). La
sugerencia de este modelo no era sélo un hito en si misma, sino que, tal y como ellos mismos indican
en su publicacién: “no escapa a nuestro conocimiento que el apareamiento especifico (de bases)
gue hemos postulado, sugiera inmediatamente un posible mecanismo de copia para el material

genético”. Este mecanismo de copia, basado en la creacién de una nueva hebra hija utilizando de

|'67

apenas 3 décadas

molde una hebra madre, fue finalmente descrito por M. Meselson y F. Stah

después de los experimentos de Griffith %

Figura A.2.2. De izquierda a derecha. Fotografia 51, analisis por difraccion de rayos X de la molécula de ADN
(R. Franklin, R. Gosling, King’s College London, 1953).%6 Watson y Crick con un modelo de la estructura de ADN
(Antony Barrington Brown, 1953).

El descubrimiento de la estructura del ADN llevé en los afos siguientes a describir los procesos de
transcripcién y traduccién a proteinas, asi como a relacionar errores en estos procesos con
diferentes estados patoldgicos. La culminacion del proceso llegd en el afio 2001 con la publicacidon
del genoma humano.% Desde entonces, los avances en bioquimica, biologia molecular y genética

nos han permitido desvelar grandes interrogantes acerca de nuestro funcionamiento y naturaleza.

i Traducido del ingl. It has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated immediately
suggests a possible copying mechanism for the genetic material.

44



A. INTRODUCCION

Ademas, nos han dado la capacidad de manipularla, llegando incluso a clonar organismos, o a

disefiar y crear otros nuevos.®

A.2.2. Cuando la informacion genética se traduce: la complejidad del proteoma.

Las proteinas (del gr. proteios, preeminente) son macromoléculas de gran complejidad formadas
por subunidades denominadas aminodcidos, las cuales estan unidas entre si por enlaces de tipo
peptidico. Estas macromoléculas son las encargadas de llevar a cabo la mayor parte de las funciones
bioldgicas entre las cuales se encuentran la regulacidn de la expresidn génica, procesos de catalisis,
funcién inmunoldgica y control de los procesos celulares en general (diferenciacion, division,
apoptosis, etc.). El conjunto de proteinas expresadas en un momento concreto y en una célula en

particular se denomina proteoma'.

Las proteinas son el resultado de la traduccién (previa transcripciéon del ADN en ARN mensajero) del
genoma codificante, sin embargo, mientras que el nUmero de genes codificantes en el ser humano
se estima en torno a 30 000, procesos tales como el ayuste en el ARN mensajero (también
denominado splicing) o en las propias proteinas, hacen que el nimero total de las mismas supere el

millon.®8 En la Figura A.2.3 aparece un esquema de este proceso.

N — ARNm (precusor)
,"’ Ayuste \

/ \
\

/ \

v X

- BN OOREEN /RN procesados
Traduccion

v v

' ' Isoformas

Figura A.2.3. Proceso de ayuste en el ARNm (ARN mensajero). El ARN es sometido a un proceso de corte
diferencial de las unidades que lo constituyen dando lugar a variaciones del mismo, que al traducirse de lugar
a diferentes proteinas o a distintas variaciones de la misma (isoformas).

i Este concepto fue introducido por el genetista Marc Wilkins, durante la | Conferencia de Siena en 1994.
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Mas alla de las posibles mutaciones que se den en un organismo, su genoma se considera constante
en el tiempo. Sin embargo, no lo es su regulacién y expresion, lo que conlleva que el proteoma varie
ostensiblemente respecto a la abundancia y la variedad de las proteinas que lo componen,
cambiando en relacidn al estado fisioldgico del individuo o las variaciones en el entorno’®. Ademas,
las proteinas interactlan entre si y con otros componentes del entorno, pudiendo promover la
modificacion de su estructura proteica incluso después de la traduccién. Estas modificaciones son
una de las principales causas de la variabilidad y dinamismo del proteoma y se denominan

modificaciones post-traducciones (PTMs).”?

A.2.2.1. Las modificaciones post-traduccionales.

Las PTMs son modificaciones de naturaleza covalente que modifican la estructura de las proteinas
mediante escisién proteolitica o mediante la modificacidon quimica de uno o mas de sus residuos
aminoacidicos. Estas modificaciones permiten a la célula regular su actividad localizacion e
interaccion con otras proteinas en respuesta a cambios en las condiciones ambientales externas o
internas.” La naturaleza de estas modificaciones puede ser muy diversa y se han descrito hasta 200

tipos diferentes’. En la tabla A.2.1 se comentan algunas de las mds conocidas.”*”?

Tabla A.2.1. Tipo y funcidn de algunas de las PTMs en eucariotas.

PTM Mecanismo/Funcién

Adicion de un grupo fosfato a residuos de Ser, Thr o Tyr./ Activacion y/o
Fosforilacion desactivacion de la actividad enzimatica, modulacion de las interacciones
moleculares, sefializacion molecular.

Adicién de un grupo acetilo./ Estabilidad de la proteina, proteccion del extremo N-
Acetilacion terminal, regulacién de la interaccién proteina ADN (p.ej., histonas). Regulacidon
cruzada con otras PTMs.

Adicion de un glucido a un residuo de Asn (N-Glicosilacién) o a Thr/Ser (O-
Glicosilacion Glicosilacion). Formacion de la matriz celular, reconocimiento/sefalizacion
(epitopos).

., Adicion de un grupo sulfo a un residuo de Tyr./ Interacciones proteina-proteina,
Sulfatacion - grup vr/ P P
adhesion molecular.

Adicién de una (o mas) moléculas de la proteina ubiquitina a un residuo de Lys./

Ubiquitinacién ) . - g
Marcaje proteico, sefial para protedlisis en el proteosoma.
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Adicion de un AMP a partir de ATP a un residuo de Thr, Tyr y Ser(?)/. Mecanismo

AMPilacion - .
de regulacién metabdlica.

Dado que las PTMs no aparecen codificadas de forma aparente en el ADN ni en el ARN’4 su

determinacidn depende del analisis del proteoma.

A.2.2.1.1. La fosfoproteémica

De la seleccidn de PTMs nombradas en el punto anterior, una de las mas importantes y de las mas
estudiadas por sus implicaciones biolégicas es la fosforilacion. La fosforilacion como mecanismo
reversible de control de procesos celulares fue descubierta por Edmon Fisher y Edwin Krebs y
publicado en 1964.7° Es el mecanismo molecular mds importante en la regulacion de la actividad de
las proteinas en respuesta a estimulos extracelulares. Virtualmente, cualquier tipo de senal
extracelular incluyendo neurotransmisores, hormonas, sefiales luminosas, factores neurotréficos o
citoquinas produce efectos fisioldgicos mediante la regulacién de la fosforilacion de fosfoproteinas
especificas en células diana. En el caso particular de las células eucariotas, la fosforilacién tiene lugar
Unicamente en residuos de Ser, Thr y Tyr, cuando un grupo fosfato es donado por una molécula de
adenosin trifosfato (ATP) y unido mediante enlace covalente a su grupo hidroxilo a través de la
accion de una enzima quinasa. Esta modificacién es reversible a través de la accién de una enzima

fosfatasa.’® En la figura A.2.4. aparece un esquema del proceso.

ATP ADP

\

Quinasa

Proteina |— OH P, Proteina

(Ser, Thr, Tyr) (Ser, Thr, Tyr)

Fosfatasa

e

P,

Figura A.2.4. Diagrama del proceso de fosforilacion/defosforilacion en células eucariotas (Pi= grupo fosfato).

Se estima que aproximadamente un tercio de todas las proteinas en células eucariotas se
encuentran fosforiladas en algin momento, aunque no todas las moléculas de la misma especie

proteica tienen por qué estar fosforiladas de la misma manera. La distribucién del grado de
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fosforilacidn no es idéntica en los tres aminodcidos implicados, si no que la relacién es Ser: Thr: Tyr
1800:200:1 para el caso de una célula eucariota en vertebrados. Este hecho implica que la regulacién
a la que esta sometida la fosforilacion de Tyr es muy estricta. Ademas, mientras que la modificacion
de Ser y Thr es llevada a cabo por las mismas quinasas, la fosforilacién de la Tyr esta llevada a cabo
por quinasas especificas, siendo estas aproximadamente un cuarto del total de quinasas

disponibles.””

A.2.3. El estudio del proteoma.

Como se ha comentado, si bien la informacién obtenida a través de estudio del genoma es de vital

importancia, los principales actores en todos los procesos celulares son las proteinas.

El analisis de proteinas es una herramienta esencial en laboratorios clinicos, en la industria
farmacéutica y en la investigaciéon médica, y supone una contribucién fundamental para el
entendimiento de la funcidn génica. Sin embargo, el estudio del proteoma esta caracterizado por su
complejidad y los retos analiticos a los que se enfrenta. Las casi “infinitas” combinaciones posibles
de los 20 aminoacidos disponibles confieren a cada proteina diferentes caracteristicas fisico-
guimicas. Ademas, existe una interaccién continua entre ellas y pueden estar modificadas por PTMs,

lo que aumenta las posibilidades de variaciones en su estructura y comportamiento 2.

Otra de las grandes dificultades en el estudio del proteoma es la gran diferencia de concentraciones,
que abarca un rango dindmico de diez érdenes de magnitud, a las que pueden encontrarse las
proteinas. 7 En la Figura A.2.5. aparece una grafica donde se ejemplifica claramente este hecho en
el plasma humano, donde la concentracién de las diferentes proteinas va desde los mg mL™ de la

albumina, hasta los pocos pg mL* de interleucinas y biomarcadores.”®
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Figura A.2.5. Intervalos de referencia para 70 proteinas presentes en el plasma sanguineo humano. (Adaptada
de Anderson y Anderson %9).

Los estudios relativos a las proteinas suelen enfocarse desde tres puntos de vista diferentes: la
micro-caracterizacién para la identificacién a gran escala de las proteinas existentes y sus PTMs, la
determinacion/cuantificacion y posterior comparacion de los niveles de proteinas en un contexto
determinado, y el estudio de las interacciones proteina-proteina. En esta Tesis, se hard referencia

Unicamente a los dos primeros casos; la caracterizacién y la cuantificacion.

A.2.3.1. Métodos tradicionales.

Fue durante los afios 70 del siglo pasado cuando se comenzaron a desarrollar bases de datos de
proteinas, empleando para ello técnicas predominantemente bioquimicas. Una de estas técnicas
era la electroforesis en gel bidimensional (2D-electroforesis),®#? basada a su vez en la electroforesis
tradicional de una Unica dimensién. Esta técnica permite la separacion de las proteinas en un gel
(p.ej., poliacrilamida) basandose en dos propiedades diferentes de las mismas (p.ej., el punto
isoeléctrico y la masa), asumiéndose que existe una baja probabilidad de que dos proteinas tengan
exactamente el mismo comportamiento para las dos propiedades. Sin embargo, esta metodologia

pronto se vio limitada por la falta de sensibilidad para las proteinas en bajos niveles de
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concentracidn, asi como por la ausencia de métodos para la caracterizacion rapida de las mismas.
Asi, para poder llevar a cabo una deteccién mas especifica y sensible, en 1979 surgio la técnica del
Western Blot,® la cual se ha establecido desde entonces como una de las técnicas de referencia en
el analisis de proteinas. Esta técnica consiste en transferir las bandas de proteinas (previamente
separadas en un gel de electroforesis 1-D o 2-D) a una membrana, la cual se incuba con anticuerpos
especificos. A pesar de sus numerosas ventajas, esta técnica posee la limitacién de requerir de un
conocimiento previo de la proteina, necesario para poder seleccionar los anticuerpos adecuados

que son los que proporcionan realmente la especificidad del andlisis (identificacion).®*

Una de las formas de obtener informacidn acerca de las proteinas es a través de su secuenciacion
(determinacién de la secuencia de aminoacidos), que permite identificarlas y, ademas, puede
permitir prever caracteristicas tales como configuracién espacial o tamafio de las mismas. La técnica
tradicional de secuenciacién de proteinas es la denominada degradacion de Edman. Esta técnica
consiste en la degradacion de péptidos mediante la reaccion de un compuesto (fenilisotiocianato)
con el grupo amino del residuo libre del extremo N-terminal, de tal forma que los aminoacidos se
van separando uno a uno y son identificados individualmente como derivados de la
feniltiohidantoina.®> Este método tiene una serie de limitaciones, no pudiéndose llevar a cabo
cuando el aminoacido N-terminal esta bloqueado con alguna modificacién (p.ej., acetilacion).
Ademds, a medida que se realizan mas ciclos de separacion de los aminoacidos, aumentan los

errores en la identificacion.

Ademas de los problemas generales que existen en el andlisis de proteinas, el caso particular de
fosfoproteinas y fosfopéptidos tiene una serie de complicaciones especificas asociadas a la

presencia de la modificacién.

Normalmente, la estequiometria de la fosforilacién para una proteina es baja; es decir, no toda esta
fosforilada en los mismos residuos, al mismo tiempo y en el mismo grado, lo que también implica
una alta heterogeneidad y una dificultad afiadida para la deteccidn de los sitios con menor grado de
fosforilacién. Ademads, debido a su papel en la regulacion de cascada de transduccion de sefiales, su
abundancia esta estrictamente regulada, por lo que suelen estar en muy baja concentracion. Por
ultimo, es importante tener en cuenta que el ambiente celular en el que se encuentran las proteinas
es rico en fosfatasas, por lo que a la hora de extraer las proteinas es necesario tomar precauciones

para evitar pérdidas artificiales de la modificacion.””8
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Una de las técnicas mas empleadas tradicionalmente consiste en el marcaje de proteinas con 2P (in
vivo o in vitro) a través de ATP marcado. Esta técnica suele combinarse con el uso de geles de
electroforesis (1D o 2D), y permite comparar dos niveles de expresion de la fosforilacion en dos
estados celulares diferentes, mediante la deteccidn del 32P radiactivo en las bandas de proteinas con
un software especifico. Sin embargo, a pesar de tener una gran sensibilidad, esta técnica tiene una
serie de inconvenientes que han limitado su aplicabilidad. Por un lado, la eficiencia de marcaje
puede no ser muy alta, ya que la muestra contiene ATP enddgeno, lo que implica que sdélo se pueda
determinar la incorporacion de la marca radiactiva, y no el grado total de fosforilacién. Ademas, la
técnica no permite determinar los sitios de fosforilacién, a no ser que se haga un procesado
posterior de las bandas y se secuencien mediante una degradaciéon de Edman® o por MS
molecular®’. Por otro lado, la introduccién de un isétopo radiactivo en un sistema vivo puede tener

consecuencias fisioldgicas que afecten al proceso de fosforilacidon, ademas de los riesgos que puede

acarrear esta técnica al usuario que la esté llevando a cabo.®

Estas limitaciones llevaron al desarrollo de métodos alternativos, no radiactivos, basados en el uso
de anticuerpos especificos contra aminoacidos fosforilados, como el Western Blot (empleado
también en proteinas no fosforiladas). Sin embargo, y al igual que ocurre para el caso de las
proteinas no fosforiladas, la disponibilidad y eficacia de este método depende de la disponibilidad

y especificidad de los anticuerpos y, por tanto, de un conocimiento previo de la proteina.

Otras técnicas basadas también en el uso de geles, aunque quizas menos empleadas, son la tincidon
directa o el uso de tratamiento fosfatasas. La primera consiste en tefiir las proteinas fosforiladas
directamente sobre el gel utilizando para ello reactivos especificos. No obstante, estas técnicas
suelen tener baja especificidad y sensibilidad. La segunda técnica se basa en la variacion de la carga
neta de las proteinas cuando estdn fosforiladas. En dos geles diferentes se separan los componentes
de alicuotas de la misma muestra, habiéndose tratado previamente con fosfatasas una de ellas. De
esta forma se consigue la defosforilacién de las proteinas fosforiladas. Por comparacién de ambos
geles y, observando la variacion en el patron de migracion, pueden identificarse de forma sencilla

aquellas que estaban inicialmente fosforiladas®®.

Aungque las técnicas anteriores siguen usandose a dia de hoy, la tendencia actual es la sustitucion

de las metodologias tradicionales por aquellas basadas en la MS molecular. La razén de ello es que
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son técnicas mucho mas sensibles y permiten detectar, secuenciar, identificar y cuantificar. Ademas,

pueden permitir el andlisis directo de mezclas de proteinas, y ofrecen un mejor rendimiento’®.

A.2.3.2. La espectrometria de masas molecular.

La MS molecular emplea una fuente de ionizaciéon blanda cuyo poder de fragmentacion de las
moléculas no lleva a la atomizacion completa de la molécula (como ocurre en el ICP), si no que
produce fragmentos moleculares (o no fragmenta la molécula en absoluto) que son posteriormente
ionizados. Estas herramientas se comenzaron a desarrollar a partir de los afios 80 del siglo XX con la
aparicion de la fuente ESI y la fuente MALDI para en analisis de biomoléculas (mencionadas en el
apartado A.1.3. de la presente introduccion), lo que abrid las puertas a un extraordinario desarrollo

y avance en el campo de la protedmica y la fosfoprotedmica.®”’

Brevemente, estas dos fuentes; ESI y MALDI, (las mas empleadas en este campo’®) ionizan las
biomoléculas mediante trasferencia de cargas por adicion o eliminacién de protones. Los
analizadores asociados mas habitualmente son el Q, el TOF, la trampa idnica y el mas reciente
Orbitrap. Sin embargo, y a diferencia de lo que ocurre en la MS elemental, el concepto de MS/MS
estd mucho mas establecido, siendo hoy habituales las configuraciones instrumentales en tandem

como ESI-QQQ, ESI-Q-TOF, MALDI-Q-TOF o MALDI-TOF-TOF.*°

Habitualmente, ambas estrategias se suelen combinar con estrategias de separacidén previas como
la electroforesis o la cromatografia, para facilitar y simplificar el analisis de las distintas especies.
Ademas, y debido precisamente a la baja concentracidn a la que pueden encontrarse las proteinas
(y sobre todo las fosforiladas) suelen realizarse pasos previos para pre-concentrar y/o enriquecer
las diferentes especies a analizar,? tales como cromatografias de afinidad (p.ej. IMAC®* o MOAC®)

o inmunoprecipitaciones especificas.*

Existen dos estrategias principales con las que enfocar el analisis de las (fosfo)proteinas: la estrategia
top-down, y la bottom-up. La top-down (de arriba abajo) consiste el analisis de las (fosfo)proteinas
intactas, lo que permite determinar directamente su peso molecular. Sin embargo, el analisis directo
de proteinas por MS conlleva implicitas una serie de dificultades. La separacion o purificacidn de las
proteinas intactas supone una pérdida de material superior al de los péptidos, ya que eluyen peor

de la matriz de separacién (fase estacionaria de las columnas de separacidn, geles, etc.). Ademas,
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pueden ser mas dificiles de ionizar y sobre todo de fragmentar. Por estos motivos, la aproximacion
mas habitual es a través del analisis de los componentes peptidicos que se obtienen tras llevar a
cabo una digestién enzimatica (normalmente con tripsina) en lo que se conoce como estrategia
bottom-up (de abajo a arriba). Ademds de eluir mas facilmente de las matrices o fases de
separacion, los péptidos se ionizan mejor, por lo que, en relacién al analisis directo de proteinas, se
puede obtener un hasta un orden mas de sensibilidad.®* Por otra parte, la determinacién del peso
molecular de algunos de los péptidos (huella peptidica) puede permitir la identificacién inequivoca
de la proteina analizada gracias a la existencia de las bases de datos bien establecidas hoy, mientras

que a través de peso molecular de la molécula completa no siempre es posible.”®”°

Ademas, el trabajo con péptidos facilita el proceso de secuenciacion posterior por ESI-MS/MS, ya
qgue es mas sencillo trabajar con pequefias cadenas de ~20 aminodcidos que con proteinas
completas. Como ya se ha comentado, la fuente ESI es una fuente blanda, que permite la ionizacién
de compuestos moleculares. Estos compuestos son dirigidos al analizador donde, por procesos de
CID se producen diferentes fragmentos (a partir del ion original) que forman un patrén de

fragmentacion, que refleja de forma especifica la estructura de la molécula original.®

Este hecho hace que se pueda obtener informacién estructural de las proteinas, asi como
determinar su secuencia y la localizacion de PTMs como la fosforilacidn, lo que puede permitir

obtener informacién acerca su funcién biolégica.®®%’

En principio, la MS molecular es ideal para el andlisis de la fosforilacidn ya que la presencia del grupo
fosfato en un aminodcido da lugar a un incremento su peso molecular de 80 Da sobre su peso tedrico
sin la modificacién. Sin embargo, es importante destacar que su andlisis tiene una serie de

particularidades.

A diferencia de lo que ocurre con la fuente ICP donde se asume que la sefal obtenida puede ser
independiente de la especie molecular y, ademas, independiente de la matriz, en MS molecular esto
no es asi. El grado de ionizacién depende no sdlo de la especie, sino también de la matriz en la que
se encuentre. Dado que en MS el modo de trabajo habitual se basa en la formacion y deteccién de
las especies ionizadas positivamente, la ionizacién de fosfopéptidos no estd favorecida. Ademas, su
sefial puede estar interferida por la presencia de péptidos no fosforilados, que suelen encontrarse

en mayor abundancia en la muestra. Por ultimo, la determinacién de la huella peptidica no
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proporciona directamente la secuencia del péptidos, sino su masa, por lo que la identificacion de

los sitios de fosforilacion debe hacerse mediante secuenciacién por MS/MS.””

A pesar de las dificultades inherentes a la técnica, los avances realizados con la MS molecular, han
permitido que, a dia de hoy, se hayan localizado mds de 40 000 sitios de fosforilacién en cerca del

75% del proteoma de una Unica célula.®®

A.2.4. Andlisis cuantitativo del proteoma.

Como ya se ha mencionado, la presencia de una proteina, asi como su abundancia, puede
relacionarse directamente con variaciones en el entorno o estados patoldgicos del individuo. Se ha
comprobado que los cambios en el estado fisioldgico de un organismo producen, o son producidos,
por cambios en el nivel de expresidn de sus proteinas, y esta informacion se obtiene a través del
andlisis cuantitativo de las proteinas.’”® Por este motivo, el interés en la protedmica cuantitativa con
respecto a los estudios tradicionales de caracter mas cualitativo, ha crecido en los ultimos afios,
favoreciendo el desarrollo de métodos de diagndstico y prondstico, a través de la identificacion y

cuantificacion de biomarcadores' proteicos. Existen dos procedimientos bésicos de cuantificacién:

- Cuantificacion relativa: es la mas empleada. Consiste en comparar dos estados bioldgicos

diferentes, determinando la variacién relativa de las proteinas entre ellos.

- Cuantificacion absoluta: consiste en la determinacién de la cantidad total de la proteina de

interés (p.ej., en ng mL?).

Las técnicas tradicionales mencionadas en el apartado anterior tienen el problema de que no
permiten llevar a cabo una cuantificacién fiable por la alta variabilidad que se asocia al empleo de
geles, ademas de ser muy tediosas. Ademas, principalmente proporcionan informacién sobre las
proteinas mds abundantes, que no son necesariamente el objeto de estudio. En consecuencia, las
técnicas basadas en MS han ido ganando terreno estableciéndose, de nuevo, como la herramienta

analitica mas utilizada para la cuantificacién de proteinas.”®”78

i Marcador bioldgico. Pardmetro empleado para la identificacion de una situacion téxica en un organismo y
que puede emplearse como indicador de un evento o condicion en un sistema bioldgico, o en una muestra, y
que da una magnitud de exposicidn, efecto, o susceptibilidad®.
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A.2.4.1. Cuantificacion relativa.

Dada la dependencia con respecto a la matriz y a la especie analizada de la sefial obtenida en MS
molecular, la intensidad de la misma no es proporcional a la concentracion de la proteina o péptido
en la muestra. Esto implica que no puedan extraerse directamente datos cuantitativos de la sefal
obtenida. Por tanto, para poder llevar a cabo la cuantificacién absoluta de las especies, es necesario
disponer de patrones de cuantificacién especificos, lo que es costoso y poco practico. Por este
motivo, la cuantificacidn relativa ha sido el enfoque mayoritario para el desarrollo de estrategias de
cuantificacion de proteinas.’®%>1% A continuacion, se comentaran dos tipos de estrategias de

cuantificacion relativa:

- Basadas en el tratamiento estadistico y bioinformatico de los espectros obtenidos, como la
comparacion de los perfiles de intensidad (PIP; Peptide Intensity Profiling) o el recuento

espectral (spectral counting).

- Basadas en el marcaje con isétopos estables (SIL; Stable Isotope Labelling) ya sea en cultivos
in vivo o in vitro. Se basan en el hecho de que los isdtopos de un mismo elemento tienen las
mismas propiedades fisico-quimicas; es decir, los péptidos que contienen isétopos
marcados (p.ej. B C, °N, 80) se ionizan igual, pero poseen una m/z diferente a los no
marcados, por lo que pueden diferenciarse en un espectro de masas’. Por tanto, la
estrategia es introducir péptidos marcados isotdpicamente en la muestra original. De esta
forma, se obtendrd un espectro que contenga dos sefiales desdobladas (una con marca y
otra sin la marca) para los péptidos de interés. La cuantificacion relativa se obtiene
directamente al comparar la intensidad del péptido marcado con el péptido original. Si se
da el caso de que el péptido marcado tiene una concentracién conocida, la comparacion
con los péptidos de la muestra proporcionaria, ademas, su cuantificacién absoluta. Las mas
conocidas son la técnica SILAC (marcaje de aminodcidos con isotopos estables en células), el
marcaje del medio de cultivo con N, la ICAT (marcaje por dafinidad con codificacién

isotopica), o la iTRAQ (marcaje isobdrico para la cuantificacion absoluta y relativa).

v Este hecho se cumple para la mayoria de isotopos empleados para el andlisis cuantitativo en proteémica con
la excepcién del H (deuterio) que, pese a ionizarse igual que el H, confiere caracteristicas especiales al
compuesto que lo contiene, afectando al tiempo de retencion del mismo en separaciones cromatogrdficas.
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En la tabla A.2.2. se describen estas técnicas de forma mas detallada.

Tabla A.2.2. Principales técnicas de cuantificacion relativa en MS molecular.

Descripcidn

Ventajas/Inconvenientes

espectral 9101

Comparacidn entre espectros
independientes mediante
tratamiento estadistico
(ANOVA, t-test)

Sencillo
Comparacién de la intensidad o
PIP de los picos obtenidos Rapido
(péptidos) tras el analisis por No implica coste adicional
MS molecular.
o Alta probabilidad de error
‘T
2 .
g Relaciona el espectro
enerado para un péptido con ..
£ § . P Pep Répido
) el nimero de copias
Recuento presentes en la mezcla. No implica coste adicional

Alta probabilidad de error si el tratamiento
estadistico no es adecuado

del extremo N-terminal y las
Lys.

§ Aminodacidos marcados en 3C  Alta eficacia de marcaje.
-_— 15 H
R o N en un cultivo paralelo al , o .
8 | siLac? P El MW de las proteinas y péptidos es previsible
© no marcado que se
oy
g incorporan a las proteinas. Coste elevado
2
8 Alta eficacia de marcaje
5 Marcaie del Medio enriquecido con **N en
£ -2l un cultivo paralelo al no Coste elevado
— | medio con 15 .
9 | sy marcado. El N se incorporaa |3 MW no es predecible
'S las proteinas.
s Muy alta complejidad de los espectros obtenidos
Aplicable a cualquier muestra
Marcaje isotdpico diferencial Permite la cuantificacién de proteinas poco
— de las lineas a comparar abundantes
[e] .
usando dos versiones de un . , .
2 | |IcATI™ . 1 Aplicable a fosfoproteinas (PhiAT1%%)
£ compuesto de biotina (con *H
> 0 2H) a través de los grupos Sélo marca Cys
2 tiol de la proteina. . e . -
§ P Uniones no especificas, bajo rendimiento por la
& necesidad de columna de avidina
£
o . . . Comparacion de varias proteinas a la vez
= Marcaje isotdpico diferencial p' . P
S 3 . (multiplexing)
. de las proteinas mediante
— | iTRAQ® diferentes reactivos a través

ESTRATEGIA GENERICA

56



A. INTRODUCCION

En general, las estrategias comentadas en la tabla A.2.2 son aplicables a la cuantificacion de
fosfoproteinas con modificaciones para algunas de ellas. En el caso de enriquecimiento del medio
para el caso especifico de fosfoproteinas, ha de tenerse en cuenta la variacion de la m/z que se va a
producir cuando existe la PTM, ya que la m/z depende de la composicion de los aminoacidos de los
péptidos. También se han publicado estudios basados en la metodologia iTRAQ, y en la metodologia

ICAT, denominandose esta Ultima PhIAT para el andlisis de fosfoproteinas.””

A.2.4.2. Cuantificacion absoluta.

Aunque en el dmbito de la cuantificacion, las técnicas mas habituales estdn basadas en el uso de la
MS, en el caso de la cuantificacidn absoluta, existe una técnica que, por su relevancia y vigencia a

dia de hoy, es importante tener en cuenta.

La técnica ELISA es un tipo de inmunoensayo enzimatico heterogéneo. Usualmente, este ensayo
consiste en la deteccion espectrofotométrica de un producto coloreado que se genera por la accién
de un enzima cuando el anticuerpo al que esta asociado interacciona con su proteina antigeno. Estos
ensayos son robustos, rapidos y directos, y con alta sensibilidad.®” Sin embargo, y al igual que los
casos ya comentados que requieren el uso de anticuerpos, esta técnica estd limitada por la

disponibilidad de anticuerpos suficientemente especificos.

Dentro de las técnicas de cuantificacidn absoluta basadas en el uso de MS molecular, una de las mas
habituales es la técnica AQUA, que emplea péptidos sintéticos conocidos y marcados
isotopicamente que se mezclan en concentracidn conocida con los péptidos analogos de la proteina
original. Es una estrategia genérica y que puede aplicarse a cualquier proteina ya que, gracias al uso
de isdtopos enriquecidos, es posible distinguir los dos tipos de péptidos en el espectro de masas.
Obviamente, la sintesis de los patrones requiere el conocimiento previo de la secuencia y, mas alla
del coste, hay que asegurar la certificacion del péptido patrén para poder asegurar la exactitud de

la concentracion de la proteina, una condicion laboriosa, dificil y generalmente de alto coste.

Otra técnica algo mas compleja es la QconCAT, que emplea una proteina sintetizada artificialmente
compuesta por varios péptidos marcados isotdpicamente; uno de cada proteina que se quiera

cuantificar. Esta técnica permite la cuantificacion de varias proteinas a la vez, aunque, al igual que
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en caso anterior, se requiere conocer la estructura de la proteina, y la técnica es compleja y la

sintesis complicada.

La cuantificacidn por ELISA para el caso de las fosfoproteinas, es posible, aunque también requiere

de anticuerpos especificos para los residuos fosforilados.1®

Respecto a las técnicas de MS molecular, para poder obtener la cuantificacidon absoluta por AQUA,
es necesario realizar la sintesis de los péptidos con la modificacién, lo que aumenta la complejidad
y el coste. Sin embargo, para el caso de la técnica QconCAT, aln no se ha desarrollado una estrategia
equivalente, ya que la complejidad de la sintesis de la proteina artificial requeriria de estrategias

basadas en el uso de la ingenieria genética.l®®

Uno de los mayores problemas en la cuantificacion por MS molecular, es la certificacidon de los
patrones especificos que se van a utilizar para, a su vez, cuantificar las fosfoproteinas o
fosfopéptidos. Una de las estrategias propuestas para acometer esta tarea es la técnica PASTA,
desarrollada para la produccidn y certificacién de los péptidos-patrén. Esta metodologia conlleva el
uso de la MS elemental, que permite cuantificar de forma absoluta los péptidos que se usaran
posteriormente como patrones especificos en el analisis por MS molecular para cuantificar la

fosfoproteina.l®®

La inclusidn de la MS elemental en el campo de la protedmica permite diversificar hacia diferentes
estrategias analiticas que complementen a las ya existentes. De las caracteristicas especificas del

ICP-MS en este campo se hablara en el apartado siguiente.

A.2.5. El papel del ICP-MS en la proteomica.

A lo largo del bloque A.1. se han descrito extensamente las caracteristicas y capacidades del ICP-
MS. De todas ellas, la supuesta independencia de la sefial analitica respecto de la especie y la matriz,
hace que esta técnica sea especialmente interesante para llevar a cabo estrategias de cuantificacion
absoluta de (fosfo)proteinas.!'12 Esto es debido a que se abre la posibilidad de utilizacién patrones
de cuantificacion inespecificos, por lo que ya no es necesaria la sintesis de patrones especificos para
cada proteina o péptido que se quiera cuantificar. Sin embargo, la deteccion ha de ser a través de

elementos detectables por ICP-MS como son los heterodtomos; es decir, cualquier elemento (metal,
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no metal, semimetal que sea diferente de C, H, O, o N) presente en una proteina de forma natural

o adicionado intencionadamente.'*?

A pesar de las prestaciones que ofrece la MS elemental, es necesario tener en cuenta que esta no
proporciona ningun tipo de informacién estructural ni la situacién de las modificaciones en la
proteina. Por tanto, para poder hacer un estudio completo de la cuantificacién absoluta de Ila
fosforilacién, asi como de su localizacién, es imprescindible la integracién de las MS molecular y
elemental, asi como del empleo de técnicas acopladas que permitas la separaciéon de las diferentes

especies antes de proceder con sus analisis.

Las estrategias analiticas mas utilizadas para llevar a cabo la cuantificacién absoluta mediante ICP-

MS son las siguientes:

- Métodos de calibracion directa realizando curvas de respuesta y/o a través de adiciones

estdndar, ambos con patrones inorgéanicos que contengan el heterodtomo de interés. 112113

- Estandarizacion interna usando patrones inorgdnicos, utilizando como patrdn interno un

compuesto que contenga el heterodtomo*>113,

- Dilucion isotdpica (ID) utilizando un patrén (trazador) enriquecido en uno o varios isétopos
del heteroatomo estando alteradas, por tanto, las abundancias del trazador respecto a su
abundancia natural. Se usa habitualmente en andlisis cromatograficos. Si la ID se hace
afiadiendo el trazador a la muestra directamente antes de la separacién se denomina
especifica (species-specific), si se hace post-columna tras la separacion se denomina

inespecifica (species-unspecific).1*2

En todos los casos anteriores es necesario tener un conocimiento previo de la estequiometria del
heterodtomo para poder transformar la cantidad absoluta del mismo obtenida experimentalmente
en cantidad absoluta de proteina. La cuantificacion de proteinas basada en la medida de
heteroatomos ha de realizarse siempre basada en un elemento cuya estequiometria en la molécula
sea constante ya que, si no, pueden cometerse errores importantes en la cuantificacion. Este
heterodtomo puede estar presente en la molécula de forma natural o puede estar afiadido

artificialmente.

Heterodtomos presentes de forma natural
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La mayor parte de los metales y semimetales que aparecen de forma natural en las proteinas
(metaloproteinas) lo hacen como grupos funcionales cuya presencia o ausencia depende de la
regulacién de su actividad. Estos enlaces pueden ser Iabiles lo que lleva a que, segln el tratamiento
al que se somete a la muestra, se puedan romper (desnaturalizacion de la proteina, variaciones
drasticas de pH, etc.). Sin embargo, existen otros elementos que estan unidos a la molécula de forma
covalente como el P, |, Se o fundamentalmente el S, siendo practicamente del 100% la probabilidad

de que al menos uno de ellos esté presente en ella.!**

Una de las opciones mas interesantes, es precisamente la cuantificacién a través del S, que estd
presente en la estructura primaria de la proteina formando parte de los aminoacidos Met y Cys.
Estadisticamente, se esperaria que para proteinas o péptidos con mas de 22 amino acidos estuviera
presente al menos uno de los dos anteriores.!*>1¢ Es, por tanto, no solo un buen candidato para
cuantificar las proteinas, sino también para usar como patrén interno en la determinacion de la

estequiometria de las metaloproteinas!!? y las fosfoproteinas.

Heterodtomos anadidos artificialmente

Aunque el marcaje de proteinas/péptidos para su deteccidén por ICP-MS no esta tan establecida
como en el caso de la MS molecular, en los Ultimos afios se ha ido convirtiendo en una herramienta
potencial para la cuantificaciéon de proteinas.!’>!13 A pesar que la derivatizacidn requiere de un
proceso laborioso y mas o menos costoso, el marcaje artificial permite utilizar elementos que no
estén interferidos, o que tengan mejores caracteristicas fisicos-quimicas para su deteccion por ICP-
MS, lo que ayudar a obtener un cuantificacion mas precisa y exacta, y a disminuir los limites de
deteccidn. Esto es interesante si se tiene en cuenta que los elementos presentes de forma natural
tienen, en general, potenciales de ionizacidn altos y sus m/z se encuentran en una regidn altamente
interferida (especialmente Se, Sy P). Un ejemplo es la técnica ECAT, que consiste en el marcaje de
las Cys presentes en la proteina con un compuesto quelante (DOTA) al que se uniria una tierra rara
que seria el elemento a detectar por ICP-MS.'” Como principal desventaja, las técnicas de marcaje
implican que, ademds de la etapa extra de marcaje, para evitar resultados erréneos sea necesario
un control exhaustivo que demuestre la reproducibilidad y eficacia del marcaje, asi como su

selectividad.

Existen, ademads, una variacién de estrategias consistente en la deteccidn de la proteina de forma

indirecta. Estos métodos son especialmente interesantes cuando la proteina estd a muy baja
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concentracidén y en una muestra compleja, como en el caso de los biomarcadores. Normalmente
estos métodos suelen estar basados en inmunoensayos y utilizan anticuerpos especificos para
unirse a la proteina diana que estd marcada con heterodtomos.**!'® Una variacién de estos
métodos seria el empleo de anticuerpos marcados con nanoparticulas metdlicas. Estos métodos son
laboriosos y requieren conocer la estequiometria del bioconjugado, aunque permiten obtener
limites de deteccidon muy bajos que no serian posibles con la deteccion directa debido al elevado

numero de 4tomos presentes en la nanoparticula (amplificacién).!®

Como se ha comentado en el apartado A.2.4.2., mas alla de las técnicas de ELISA y AQUA (y sus
derivados) no existen muchas opciones para cuantificar de forma absoluta las fosfoproteinas. Sin
embargo, las mismas caracteristicas del ICP-MS que permiten la cuantificacién absoluta de
proteinas, también permiten la de las fosfoproteinas. En este caso v, al igual que en caso anterior,
la cuantificacién puede llevarse a cabo a través de calibracién externa o a través de patrones
internos. Sin embargo, el cardcter monoisotdpico del P impide el uso de la ID a no ser que se

empleen isétopos radiactivos del dicho elemento (32P).12°

Aunque se han publicado metodologias para la cuantificacién de la fosforilacién mediante
reacciones de derivatizacidn,'?! la forma mas habitual de llevar a cabo la cuantificacion es a través
de la medida directa del atomo de P. Es importante tener en cuenta que, a diferencia de la
cuantificacion de proteinas no fosforiladas, la cuantificacion de la fosforilacidn implica también la
determinacidn de la proteina sin modificar. Esto es l6gico dado que la cantidad de P no tiene ninguna

implicacion bioldgica si no es en el contexto de la cantidad de molécula en la que se encuentra.

A.2.5.1. Sistemas de separacion y caracterizacion acoplados a ICP-MS.

Como se ha dicho, una de las principales ventajas de la fuente ICP es también su mayor limitacién.
La atomizacidn completa de la muestra hace que, en el caso de existir varias especies a analizar, sea
imprescindible su separacion previa para poder analizarlas de forma individual. Ademas, si las

especies se separan antes de ser analizadas no es necesario el uso de marcajes isotdpicos.??

De todas las técnicas acopladas al ICP en el campo de la (fosfo)protedmica, la mas utilizada para el
estudio de (fosfo)proteinas es el basado en el acoplamiento al LC gracias a su gran versatilidad. La

separacion de las muestras se consigue por separacion por volumen hidrodinamico (SEC), por los
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estados de carga (intercambio iénico) o por el caracter hidrofilico o hidrofébico (RP).!*® De todas
ellas la mas utilizada en estudios de protedmica es la cromatografia de RP (RP-LC) ya que permite la
separacion tanto de proteinas como de péptidos en muestras complejas con alta eficacia. La
tendencia general es hacia la disminucidn del flujo de la cromatografia hasta niveles de micro o
capilar, tanto para proteinas!*>!?* como para fosfoproteinas.!?>1?> De esta manera se disminuye el
coste del andlisis y la cantidad de muestra necesaria, ademds de que hace que el ICP sea compatible
con el uso de disolventes organicos. Estos microflujos son también mas compatibles con la fuente

ESI.8

Para el caso de muestras sélidas separadas en un soporte sélido (electroforesis en gel 1-D o 2-D), el
analisis se puede llevar a cabo con un sistema LA (LA-ICP-MS) sin necesidad de extraer las proteinas
del gel, aunque se suele hacer una transferencia a un soporte sélido mas estable quimica y
térmicamente, reduciendo asi la contaminacidon de reactivos y tampones usados durante la
separacion en el gel.'?® La precisidon del haz al ablacionar la muestra, aporta resolucién espacial lo
gue hace que esta técnica se utilice también para el analisis de (fosfo)proteinas directamente sobre
tejidos.'?’” Sin embargo, uno de los mayores problemas del empleo del |dser son los fondos variables
de 3!P por problemas de contaminacién durante la preparacién de muestra, que pueden limitar los
limites de deteccidn y pueden requerir etapas extra de limpieza.'?® Ademds, las aproximaciones

cuantitativas por LA son complicadas.

A.2.6. Perspectivas.

La inclusion de la espectrometria de masas elemental en la protedmica enfocada a la determinacion
de los heteroatomos presentes en las biomoléculas, tanto para la cuantificacidn absoluta de
proteinas como de sus PTMs (especialmente la fosforilacién), abre una puerta que ofrece una
alternativa para complementar las metodologias basadas en MS molecular. El gran valor del ICP-MS
reside es la capacidad de poder cuantificar sin necesidad de patrones especificos, lo que puede ser
de gran relevancia especialmente para la certificacion de la concentracién de los patrones
peptidicos empleados para la cuantificacion por MS molecular (p.ej., en AQUA). En este aspecto, la
introduccién de la configuracion en MS/MS combinada con la fuente ICP, supone un gran impulso
para su inclusién en las plataformas instrumentales de laboratorios de protedmica, dado su gran

potencial para la cuantificacién de elementos clave en biomoléculas (S, P, Se, etc.).
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A.3. PALEOCEANOGRAFIA

A.3.1. Contexto historico, bioldgico y geologico.

La zona pelagica (del gr. pélagos, mar abierto) se define como la columna de agua que no se
encuentra inmediatamente sobre la plataforma continental; es decir, aquella que comprende las
zonas medias y superficiales a las que normalmente llega la luz del sol. Los organismos que habitan
este entorno son denominados pelagicos y se clasifican en dos grupos: el necton y el plancton. Por
definicidn, el necton (del gr. nekton, los que nadan) hace referencias a los organismos con auto-
locomocién que pueden nadar en contra de la corriente tales como peces o medusas.’?® Por el
contrario, el plancton (del gr. plankton, errantes) estd compuesto por aquellos organismos que son
transportados de un sitio a otro por el medio en el que viven en suspension.’*° Este término puede
incluir tanto bacterias como protistas’, plantas y animales, ya que este concepto no esta definido
por un grupo taxondmico o filogenético, sino por el nicho ecolédgico que ocupan los organismos que
engloba. En funcién de si los organismos del plancton son autétrofos o heterétrofos, se les
denomina fitoplancton o zooplancton, respectivamente. El fitoplancton juega un papel esencial en
la produccidn primaria oceanica (Figura A.3.1), asi como en los distintos ciclos geoldgicos de los
elementos del planeta.’® Algunos de los organismos mds importantes dentro de la subdivisién del

fitoplancton son las diatomeas, cianobacterias o los cocolitoféridos.

Desde los primeros estudios sobre el plancton realizados por el naturalista aficionado J. Vaughan

Thompson en la costa irlandesa en 1828, la heterogeneidad de estos organismos ha sido estudiada

de forma sistematica.'*?

" El término protista (del gr. protista, los primerisimos) se ha usado tradicionalmente para englobar al reino de
aquellos organismos eucariotas que no se pueden incluir en los tres reinos eucariotas restantes: Animalia
(animales), Plantae (vegetal), y Fungi (hongos); p.€j., los protozoos.
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Figura A.3.1. Estimacion de la produccién primaria global debida al fitoplancton. (Adaptada de Behrenfeld y
Falkowski'33).

A.3.1.1. Origen, distribucion y registro fosil.

Debido a su distribucién ocednica, existe un amplio registro fésil del plancton. De hecho, los fésiles
mas antiguos conocidos son cianobacterias de hace 3,5 millones de afios (m.a.), que son
consideradas las responsables originales del alto contenido de O, en la atmdsfera terrestre.’3* La
diversificacion biolégica del plancton tuvo su maximo esplendor durante el mesozoico, y fue
precisamente entonces cuando surgieron cocolitofdridos, diatomeas y foraminiferos. A dia de hoy,
las distintas especies que componen el plancton estan distribuidas de forma global en todos los

océanos.

Gran parte del registro fosil actual proviene precisamente de los sedimentos derivados de la
continua acumulacidn del zooplancton y el fitoplancton en el fondo marino. Estos depdsitos no se
forman por el organismo en si mismo, sino por la acumulacién de unas estructuras de tipo caparazén
que caracterizan a muchas de estas especies. El origen, morfologia y composicion de estas
estructuras depende tanto del organismo como de las condiciones ambientales durante la

formacién y la vida del individuo (Figura A.3.2).

A pesar de que existe gran diversidad en la composicidn de la estructura bdsica de los caparazones,
la mayor parte de los depdsitos marinos son biominerales de origen calcico provenientes de

foraminiferos (animales unicelulares) y cocolitoféridos (algas unicelulares). Aunque ambos son los
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principales moduladores de la produccién de carbonato célcico en el océano actual, el 80-90% de
los sedimentos de carbonatos provienen de los cocolitoféridos.!® Debido al temprano origen
evolutivo antes mencionado, asi como a su distribucion global a través del tiempo geoldgico, estos
carbonatos han sido clave en la configuracién y consolidacién de campos como la estratigrafia, la

paleoecologia y la paleoceanografia.

Emiliania
Qolithus

,.l.'ll't"lh\"llhl('lll

Braardosphaera Cayptrolithina Coronosphaera

Figura A.3.2. Morfologia de los caparazones de algunos organismos planctdnicos (género indicado en la
figura)?®3e.

A.3.2. La quimica de los carbonatos: biomineralizacion y reparto ionico.

Como ya se ha adelantado, la biomineralizacion es el proceso por el cual los organismos crean
minerales. Los primeros estudios que se realizaron en este campo fueron precisamente acerca de
aquellos constituidos principalmente por Ca,**” aunque a dia de hoy ya se conocen y se estudian en
torno a 60 biominerales diferentes.’*® El concepto de biomineral no hace referencia Unicamente al
mineral en si mismo, sino también a los componentes asociados con el propio proceso, el cual puede
suceder de dos formas en funcién del grado de control que ejerza el organismo sobre él. En los
procesos inducidos bioldgicamente, se da una precipitacion de minerales debida a las interacciones
entre la actividad biolégica y en ambiente; mientras que, en los procesos controlados
biolégicamente, el organismo controla la formacién y morfologia del biomineral, que puede ser
interno o externo.!* Una de las principales preocupaciones de la comunidad paleoceanografica es,

precisamente, la de entender cdmo se controla este mecanismo, ya que refleja la accién de la
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seleccidn natural sobre los organismos, lo cual esta directamente relacionado con las condiciones

ambientales a través del tiempo geoldgico.

En un océano que lleva millones de afios recogiendo los sedimentos procedentes de la erosidon
terrestre, no sélo aparecen elementos mayoritarios como el Ca. Durante la formacién de los
carbonatos célcicos, diferentes cationes divalentes presentes en el medio marino como Mg?*, Sr** o
Cd* pueden ser facilmente incorporados en la matriz sustituyendo al Ca%, y aniones tales como
BOs? pueden sustituir al COs%. La capacidad de sustituir al Ca de los distintos elementos es
dependiente tanto de su concentracidn, como de las condiciones fisico-quimicas (temperatura, pH)
del medio en el momento de la formacién de la estructura célcica. Ya que la concentracidn de estos
iones no ha permanecido constante en el medio a lo largo del tiempo, el analisis de las relaciones
Xi/Ca ha sido usado muy habitualmente en estudios paleocliméticos y paleoaceanograficos para

determinar los cambios en la geoquimica del océano a través del tiempo4®-142,

Para poder llevar a cabo un estudio adecuado de las relaciones X/Ca, no es necesario Unicamente
un conocimiento completo de la quimica oceanica, sino también de la forma de incorporacién del
elemento (X) en el caparazon. Los estudios de reparto de los iones (o particion iénica) entre dos
fases, en este caso la estructura cdlcica del organismo y el océano, se han enfocado
tradicionalmente hacia tres objetivos: la determinaciéon de las relaciones elementales, de la
temperatura, y del pH (quimica del carbono) en el paleo-océano. Para poder llevar a cabo esta tarea,
es esencial disponer de modelos de reparto de iones que permitan entender la difusion idnica entre
el medio y el organismo que, una vez obtenida la relacién X/Ca experimental, permita deducir las
condiciones fisico-quimicas especificas que llevaron a esa relacion. Habitualmente, estos modelos
se establecen para las condiciones tales que la masa del precipitado de calcio del reservorio (el
océano en este caso) sea infinitamente menor que el propio reservorio, asumiendo que la solucién
se encuentra en un estado estable. Teniendo en cuenta el pequefio tamafo de las particulas calcicas
respecto al volumen oceanico vy, siendo la contribucidon de los procesos biolégicos implicados
despreciable, se esperaria que los modelos de reparto idnico desarrollados para la determinacién

empirica del coeficiente de reparto' en sistemas organicos!* fueran anélogos a las concepciones

i En este contexto, X representa a cualquier elemento que se determine, o pueda determinarse, en relacién al
Ca presente en la matriz.

i F| coeficiente de reparto se define como el cociente entre las concentraciones de una sustancia en dos fases
heterogéneas y, en equilibrio entre ellas, en sistemas inorgdnicos.
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tedricas. Sin embargo, y tal y como suele pasar cuando entran en juego sistemas bioldgicos, los
modelos que estan establecidos para el caso inorgénico no funcionan para la calcita biogénica.#414

Por ello, el término usado en estos casos es particion aparente.

El proceso de particion idnica aparente estd controlado por muy diversos factores como la
temperatura, la salinidad o la quimica oceanica, estando todos ellos relacionados entre si. Esto
implica que sea imposible obtener datos fiables a partir del estudio de un Unico elemento. Por este
motivo, estos estudios tienden a enfocarse hacia la deteccién multi-elemental en un sistema,

confinando los diversos factores que influencian el efecto de particién iénica.'*®

A.3.2.1. Las relaciones X/Ca.

El calcio tiene un tiempo de residencia en el océano de alrededor de 2 millones de afios y es muy
soluble en el agua, por lo que es considerado un elemento conservativo que mantiene su
concentracién en el medio ocednico. Ademas, el tiempo de mezclado en el océano es de
aproximadamente 1000 afios por lo que, habiendo permanecido un tiempo geoldgico largo en el
mismo, deberia estar distribuido de forma equitativa. Por ello, se considera que la concentracidn de
Ca ha permanecido practicamente constante a través del tiempo, variando menos del 2% debido a
la formacidn de carbonatos biogénicos. Por el contrario, otros elementos que tengan un periodo de
residencia bajo, no habran podido distribuirse antes de desaparecer. Es precisamente en estos
elementos (X) en los que se centran los diversos estudios que evalian los cambios de las condiciones
ocednicas (pH, temperatura, etc.), relacionando su variacién con respecto al parametro constante

que seria el Ca.l4¢

A pesar de que los cocolitoféridos son el principal componente de los sedimentos calcdreos en el
fondo marino, la mayor parte de los estudios paleoceanograficos se han centrado en el analisis de
los caparazones de los foraminiferos. Este hecho podria deberse en gran parte a que, en los
cocolitos, algunos de estos elementos (X) estan presentes a muy baja concentracion (pocos pg mL
1) respecto al Ca (muchos pg mL?), y a que la matriz de carbonato es méas complejaen comparacién
con la de los foraminiferos'#’. El cultivo de los cocolitoféridos es mas rico en elementos derivados
de componentes celulares como N, S, y P en comparacién a los carbonatos obtenidos de los
foraminiferos,**®'* donde la actividad microbiana elimina de forma bastante efectiva la

contribucion organica. El problema principal de esta contribucién es que puede dar lugar a
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interferencias de matriz dependiendo de la metodologia utilizada, por lo que se requiere
exhaustivos protocolos de limpieza previos al andlisis de las muestras. Adema3s, el protocolo de
limpieza también es importante para eliminar cualquier elemento que no forme parte de la
estructura, ya que solo los que estan incorporados quimicamente pueden aportar la informacion

acerca de la quimica y la temperatura del océano.#°

En la bibliografia aparecen numerosos estudios que se centran en la determinacidn de relaciones
de elementos respecto al calcio. La aplicabilidad de estas determinaciones depende del elemento
en cuestion. Asi, por ejemplo, la relacion Mg/Ca esta ampliamente descrita como un indicador de la
temperatura ocednica.’*?! De hecho, estd estimado que la relacién Mg/Ca de una calcita se
incrementaria en torno a un 3% por cada grado centigrado (°C).'** También la determinacién de
Sr/Ca es interesante, ya que esta medida es una herramienta potencial en la investigacion de la
productividad del plancton por su relacidon con el ciclo del carbono®. Por otro lado, la

148,152

determinacion de B/Ca permite obtener informacidn de los cambios en el pH ocednico y la de
Cd/Ca dainformacién sobre la concentracién de nutrientes en el medio marino.*3'>* Otros ejemplos

de determinaciones seria Ba/Ca,'* Li/Ca,**® Cu/Ca,** etc.

Es importante tener en cuenta que, aunque estos estudios se han enfocado tradicionalmente a la
elucidacion de las condiciones fisico-quimicas de los océanos primigenios, el analisis de estos
elementos traza ligados a los carbonatos biogénicos también son aplicables para la evaluacién de la
contaminacion debida al efecto antropogénico, asi como para el desarrollo de modelos predictivos

sobre el efecto del cambio climatico en el medio marino.*>®

A.3.3. El enfoque analitico.

Debido a la gran variabilidad de los constituyentes quimicos de la matriz cdlcica en estos organismos,
se han desarrollado metodologias muy diversas con diferente instrumentacion para llevar a cabo su

medida analitica.

Los primeros andlisis que se llevan a cabo en este tipo de materiales fueron llevados a cabo
mediante la combinacidn de diferentes metodologias, generalmente espectrofotometrias atdmicas
de absorcién, debido a la gran diferencia de concentracién entre los distintos elementos y al limitado

rango lineal de estos métodos. Un ejemplo es la determinacion de Cd/Ca en foraminiferas donde el

74



A. INTRODUCCION

Cd se media por GFAAS (espectrofotometria de absorcion atdmica con horno de grafito) y el Ca por
FAAS (espectrofotometria de absorcién atémica de llama).’>**>° Con el tiempo, el uso de estas
técnicas en los distintos campos de la geologia fue decayendo y empezd a cobrar fuerza el uso de la
ionizacién térmica de MS (TIMS), especialmente para la determinacidn isotépica (ID-TIMS)'**° que
permite mejores precisiones en las medidas. Sin embargo, la técnica de TIMS es muy tediosa en
cuanto a la preparaciéon de muestra y, aquellos elementos como el Fe o el Mo con caracter
refractario, no pueden ser medidos facilmente con esta técnica.*® Con la aparicién de los equipos
multicolectores basados en ICP (MC-ICP-MS), su uso ha ido decayendo sobre todo en los casos en
los que no es necesario un LD bajo, ya que la preparacion de muestra es mas sencilla en ICP y
ademas, tiene la ventaja de que es capaz de ionizar practicamente cualquier elemento, y la precisién

para la medida de relaciones isotdpicas es excelente.l#®

A dia de hoy, la tendencia para la determinacién total de elementos en carbonato biogénico es el
uso de equipos basados en la fuente de ICP acoplada, tanto a espectrometria de emisién éptica
(OES) 161162 como a MS.'®3 Sin embargo, en el caso concreto del ICP-MS, las diversas interferencias
producidas en el plasma son un grave problema si la concentracién del analito es muy baja, por lo
gue el uso de CRC o HR-ICP-MS se hace, en muchos casos, imprescindible para tener una medida

mas exacta.

Un asunto de gran interés en la medida de las relaciones X/Ca, es la reproducibilidad de las medidas
en las muestras. En un estudio publicado por Rosenthal y colaboradores,'®* se llevé a cabo una
comparacion entre varios laboratorios de unas muestras sintéticas usando técnicas basadas en ICP
(OES y MS). Para medidas de Mg/Ca y Sr/Ca, la reproducibilidad dentro del propio laboratorio
demostré ser adecuadas estando en torno al 0.5% (RSD). Sin embargo, cuando se comparaban los
resultados entre los distintos laboratorios, la precision de la medida empeoraba hasta diferencias
de hasta el 4%. Dado que durante el estudio no se impusieron protocolos de preparacion de muestra
especificos, achacan gran parte de estas diferencias a la falta de consenso en la aplicacién de los

protocolos de limpieza de las muestras, que deben ser especificos para cada elemento.

Aunque mas utilizada para determinar la distribucién elemental en la estructura, otra técnica muy
habitual en el analisis de biominerales es la microsonda iénica o SIMS. Se ha aplicado principalmente
para estudiar diferentes elementos como B, F, Mg, Sr, Rb, Ba y U, ya que, ademas de permitir

obtener una alta resolucidn espacial, tiene buena precision en la medida. Una de las ventajas de
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esta técnica frente a las anteriores es que permite el analisis de los biomateriales sélidos. Otra de
las técnicas para la medida directa de sélidos es la ablacidn laser acoplada a ICP-MS (LA-ICP-MS). El
LA-ICP-MS es cada vez mas popular en detrimento del SIMS, ya que es relativamente barata y

permite la medida simultdnea de una gran variedad de elementos a baja concentracién.'

Como se ha comentado, la morfologia de los caparazones es muy variable en funcién del grupo de
organismos e incluso de la especie. Durante el analisis de la muestra, ya sea durante la ablacién, el
transporte al analizador o, en caso de LA-ICP-MS, en el plasma, puede ocurrir un proceso de
fraccionamiento, donde las relaciones medidas elementos al ser analizados no sean representativos

de la matriz de la muestra.t®®

Ademas, dado que el fraccionamiento es dependiente de la matriz de muestra, muchas veces los
materiales de referencia sdlidos disponibles no son apropiados. En la Figura A.3.3. aparece un
ejemplo de un probable fraccionamiento inducido por la matriz. En él se observan las diferencias
significativas y sistemadticas que existen entre el valor certificado para el material NIST 612, y las

medidas realizadas por LA-ICP-MS que, se presuponen, son debidas a el efecto comentado.!

Mg/Ca (mmol/mol)
n
T
——————
1 F
t+ L
—t

'S
T

1 I I 1
1 2 3 4
Analysis

Figura A.3.3. Valores de las relaciones Mg/Ca medidas por LA-ICP-MS (circulos) en el material de referencia
NIST 612, frente a sus valores de referencia (cuadrado). La linea sombreada horizontal engloba la media y la
desviacidn estandar (SD=1c) de los valores obtenidos para las muestras en solucién analizadas por ICP-MS.%¢

A.3.4. Perspectivas.

A lo largo del presente bloque, se ha descrito brevemente la potencialidad de las medidas de
relaciones elementales en los carbonatos biogénicos como herramienta en la determinacion de las

condiciones del medio marino. Sin embargo, la relacidn entre la incorporacién de algunos elementos
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a las estructuras con los parametros ambientales no esta siempre confirmada. Esto se debe, no sélo
a la dificultad que entrafia desarrollar modelos de particién idnica para organismos vivos, sino
también a la influencia de varios factores que pueden afectar de maneras diferentes a la
incorporaciéon de un mismo elemento. Por este motivo, muchas veces la tendencia es la
determinacién de varias relaciones a la vez, que permitan acotar la influencia de cada factor sobre
el proceso.'®” Asi mismo, los valores tan bajos de concentracién en los que se encuentran algunos
de estos elementos (como el B o el Mg), exigen el desarrollo de metodologias analiticas que
permitan la deteccion multi-elemental de elementos a muy baja concentracion, libre de
interferencias y con tolerancia a la matriz. Por estas razones, algunas de las técnicas mas
prometedoras y cada vez mas habituales en este campo son las basadas en ICP-MS, ya que, como
se ha explicado en detalle a lo largo del apartado A.1., entre las capacidades de esta fuente estan
un amplio rango dindmico de andlisis, cuantificacién virtualmente independiente de la matriz, y

deteccion multi-elemental cuasi-simultanea.'®®
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B.1. OBJETIVOS.

Como consecuencia de lo expuesto a lo largo de la Introduccion, el objetivo general de la presente

Tesis Doctoral es:

“Desarrollo de metodologias analiticas basadas en ICP-QQQ para la determinacion de relaciones

elementales e isotdpicas en matrices complejas.”.

Este objetivo general se abordara a través de los siguientes objetivos parciales:

1.

Desarrollo de una metodologia analitica genérica basada en ICP-QQQ para la cuantificacion
absoluta de péptidos y fosfopéptidos sin patrones especificos a través de heterodtomos

presentes de forma natural en ellos.

Desarrollo de una metodologia para la cuantificacion absoluta de proteinas, tanto de
patrones comerciales como de muestras reales complejas, mediante capHPLC-ICP-QQQ vy
dilucion isotdpica post-columna, a través de la medida del S presente de forma natural sin

necesidad de patrones de cuantificacion especificos.

Desarrollo de una metodologia para llevar a cabo la determinacion del grado de
fosforilacidn global y especifico en fosfoproteinas, mediante el analisis de proteinas intactas
y sus derivados peptidicos, respectivamente a través de la medida de relaciones P/S

mediante LC-ICP-QQQ y sin necesidad de patrones especificos.

Desarrollo de una metodologia basada en ICP-QQQ para la determinacion libre de
interferencias de relaciones elementales B/Ca a baja concentracion en carbonatos
biogénicos procedentes del plancton marino, para la elucidacién de las condiciones

paleoclimaticas en el océano.
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B.2. OBJECTIVES.

Resulting from what has been stated along the introduction, the global objective of the present PhD

Thesis is:

“Development of analytical methodologies based on the use of ICP-QQQ instrumental platform

for the elemental and isotope determination in complex matrixes”.

This main objective will be address through the following partial objectives:

1.

Development of a generic analytical methodology based on ICP-QQQ for absolute peptide
and phosphopeptide quantification without the use of specific standards through

heteroatoms naturally present in them.

Development of an absolute protein quantification methodology, both for commercial
standards and complex real samples, with capHPLC-ICP-QQQ and post-column isotope
dilution, through the detection of S naturally present, without the use of specific

guantification standards.

Development of methodology for the global and specific phosphorylation degree
determination in phosphoproteins through the analysis of intact proteins and their derived
peptides, respectively, through P/S ratio determinations with LC-ICP-QQQ and without the

need of specific standards.

Development of a methodology based on the ICP-QQQ platform for the interference-free
determination of low B/Ca ratios in biogenic carbonate samples generated by marine

plankton for the elucidation paleoclimatic conditions in the ocean.
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C. EXPERIMENTAL

C.1. INSTRUMENTACION ANALITICA.

Dado que todos los resultados de la presente Tesis Doctoral aparecen presentados como parte de
publicaciones cientificas (publicadas o enviadas) con sus correspondientes materiales y
procedimientos, en este apartado C. Experimental GUnicamente se aportard la informacién relativa a

la instrumentacion analitica utilizada a lo largo del trabajo.

C.1.1. Espectrometro de masas atomico.

El equipo utilizado a lo largo de toda la tesis doctoral ha sido el equipo 8800 Triple Cuadrupolo (ICP-
QQQ) de Agilent Technologies (Tokio, Japdn) equipado con una configuracién en tandem (MS/MS)
de dos cuadrupolos entre los cuales se encuentra una CRC denominada ORS? (u ORC3). El equipo

aparece descrito en detalle en el apartado A.1.4.3.3.3. de la Introduccidn.

Para el desarrollo de las distintas metodologias se han utilizado varios sistemas de introduccién de

muestra e interfaces acopladas al ICP-QQQ, las cuales se describirdn a continuacién.

Para el acoplamiento de la cromatografia capilar al equipo, es necesario un nebulizador que permita
la introduccién de microflujos en el sistema. Este nebulizador se denomina nebulizador de consumo
total o caplLC (Agilent, Santa Clara, CA, EEUU). Esta constituido por un tubo capilar de silice de 50
pm de d.i. y 180 um de d. e., con una longitud de 41 mm. Este pequefio diametro interno provoca
una resistencia al paso del fluido que permite mantener estable el flujo entre 0.5y 15 pL. minty su
transferencia total a fase gas (variable dependiendo de la composicién del fluido). El capilar de silice
atraviesa el nebulizador, saliendo su extremo por un orificio de zafiro de 254 um de d.i. en el que se
forma el aerosol. La posicion de trabajo del capilar puede ajustarse para optimizar la formacion del

espray.

La camara de nebulizacién utilizada conecta directamente el nebulizador a la antorcha y consta de
una entrada para un gas opcional que favorece la dilucién del aerosol. En la Figura C.1. aparece un

esquema de ambas partes.
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Entrada de gas de
dilucion

Ar~1 Lmint?

o Conexion ala
| <

Entrada de flujo —»
antorcha

Capilar de silice
Orificio de zafiro

Nebulizador Camara de nebulizacién
Figura C.1. Esquema del nebulizador de consumo total y la cdmara de nebulizacién'.

En el caso de los andlisis a flujos convencionales (~300 pL min), se utilizaron dos nebulizadores
distintos segun el caso; un nebulizador convencional concéntrico de cuarzo de Meinhard (Golden,
CO, USA), y un nebulizador de flujo cruzado Cross Flow (X-Flow) de PFA de Savillex (Eden Prairie,

MN, EEUU). Un esquema de nebulizador concéntrico aparece en la Figura C.2.

Ar~1 L min?t

-« Muestra

Figura C.2. Esquema de un nebulizador concéntrico'.

El nebulizador X-Flow, al igual que el nebulizador concéntrico, tiene 2 entradas de gases, una para
el gas portador (carrier gas), y otra para el gas auxiliar (make-up gas). En este caso, la nebulizacién
se produce al cruzarse en un angulo de 90° el flujo del gas portador y el flujo de la muestra. Una

imagen del esquema de este nebulizador aparece en la Figura C.3.

i Pereira Navaza, A.; Cuantificacion absoluta de péptidos y fosfopéptidos mediante la integracion de espectrometria de
masa elemental y molecular. Directores: Alfredo Sanz Medel y Jorge Ruiz Encinar. Dpto. Quimica Fisica y Analitica. Tesis
Doctoral. Universidad de Oviedo. (2009). http://hdl.handle.net/10651/14959.

i http://analyticalprofessional.blogspot.com.es/2013_06_01_archive.html (consultada el 06/02/2016).
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Entrada auxiliar de
Ar~0.1L min*?

Ar~1Lmin? —» |

Nebulizacion cruzada

Entrada de flujo
Figura C.3. Esquema de nebulizador X-Flow',

Este nebulizador fue utilizado con dos interfaces de introduccion de muestra diferentes. Para el caso
del analisis de proteinas y nanoparticulas, se utilizé con la configuracidén estandar del equipo y
utilizando la bomba peristaltica para la introduccion de la muestra. Para el caso del analisis de las
relaciones elementales B/Ca en matrices de carbonatos biogénicos, se utilizd junto a un kit de
inertes de PFA de Agilent (Waldbronn, Alemania). Este kit estd integrado por una cadmara de
nebulizacién, un tubo de interconexion, ambos de PFA, y una antorcha de 2.5 mm d.i. con un
inyector de zafiro. En estos andlisis el nebulizador X-Flow se utiliz6 en modo auto-aspiracion con

una sonda de 100 pL min. En la Figura C.4. aparece una imagen del kit.

Antorcha

Tubo de
interconexion

Cédmara de
nebulizacién

Figura C.4. Kit de inertes de PFAY.

it www.savillex.com (consultada el 28/11/2014)
v www.savillex.com (consultada el 28/11/2014).
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C.1.2. Espectrometro de masas molecular.

En lo casos en los que fue necesaria una identificacion de péptidos y proteinas se utilizd un equipo
IMPACT Il ESI UHR-QQTOF-MS, con resoluciéon >50 000 y N, como gas de nebulizacidon de Bruker
Daltonics (Bremen, Alemania). El equipo fue calibrado diariamente con un patrén comercial (ESI

tuning MIX, Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, EE.UU.).

C.1.3. Instrumentacion empleada para las separaciones cromatogrdficas.

Para las separaciones cromatograficas a nivel capilar se utilizé un sistema de HPLC capilar (capHPLC)
1260 Infinity de Agilent Technologies (Waldbronn, Alemania). Este sistema consta de una bomba
capilar, un desgasificador y un micro auto-muestreador. Dado que sistema no consta de un mdédulo
termostatizador, en ocasiones fue necesario utilizar un horno externo Spark Holland (Mistral,

Holanda) para regular la temperatura en la columna.

Para las separaciones cromatograficas con flujos convencionales (300 pl min?) se empled
cromatografia de exclusiéon por tamafios (SEC) con una bomba de alta presién de doble pistén
Shimadzu LC-10AD (Kioto, Japdn). Como valvula de inyeccidn se utilizé una de marca Rheodyne
modelo 7125 (Cotati, CA, EEUU), con un bucle de un volumen de inyeccion de 20 uL. Las conexiones

empleadas fueron de PEEK con d.i. de 254 pum.
Las columnas cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

- Columna capilar C18 Agilent Zorbax SD 150 mm, 0.3 mm i.d., con un tamafio de particula
de 5 um (80 A de tamafio de poro). Mecanismo de separacion de fase reversa.

- Columna capilar C4 BIOShell 150 mm, 0.3 mm i.d., con un tamafio de particula de 3.4
um (400 A de tamafio de poro). Mecanismo de separacion de fase reversa.

- Columna de flujo convencional Superdex GE Healthcare TM 200 5/150 GL. Mecanismo

de separacidn de exclusién por tamanios.
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C.1.4. Otra instrumentacion.

La infusion de microflujos para las diluciones post-columna en los andlisis de fase reversa con
capHPLC acoplado al ICP-QQQ fue llevada a cabo con una bomba de jeringa KD Scientific (Holliston,
MA, EEUU). La jeringa utilizada en todos los casos fue una Hamilton de 1 mL modelo 1000 Serie

Gastight.

Las conexiones cromatograficas utilizadas en el sistema capilar fueron PEEK de silice fundido
(Agilent, Alemania). Las conexiones de los tubos de PEEK se realizaron con una pieza del mismo
material con volumen muerto cero de 1/32”de Agilent, donde se mezclaban el flujo proveniente de
la columnay el de la bomba de jeringa. Los didmetros interno y longitudes de cada PEEK, asi como

un esquema general del sistema aparecen en la Figura C.5.

Columna Conexion “T”

50pum, 40cm _ . Yo _ 50um, 50cm

=

100 um, 200 mm

A 4

ICP

75 um, 200 mm

Bomba de jeringa /

Figura C.5. Sistema experimental utilizado para las separaciones cromatograficas en flujo capilar.

Para los analisis por ESI-QTOF-MS se utilizé la configuracién sin la parte correspondiente al flujo

post-columna (en negro en la figura C.4.).
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D. RESULTADOS Y DISCUSION

D.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA ANALITICA GENERICA PARA LA
CUANTIFICACION ABSOLUTA DE (FOSFO)PEPTIDOS SIN PATRONES
ESPECIFICOS BASADA EN ICP-QQQ.

D.1.1. Introduccion.

Como ya se ha comentado, el enfoque tradicional para llevar a cabo estudios de protedmica es el
bottom-up, es decir, a través de los componentes peptidicos de la proteina que se separan
previamente al andlisis. En el caso de la fuente ICP, es imprescindible una adecuada y completa
separacion de los diferentes péptidos, ya que, al destruirse las especies en el plasma y detectarse
Unicamente elementos, no podrian distinguirse el origen de las diferentes sefiales obtenidas. La
cromatografia mas habitual para el analisis de péptidos es la cromatografia de fase reversa (RP),
cuyo mecanismo de separacién se basa en la polaridad de las moléculas. La fase estacionara de las
columnas de RP es habitualmente de particulas de silice (SiO2) que llevan asociadas cadenas
hidrocarbonadas. Para el caso especifico de la separacion de péptidos suelen emplearse cadenas de
18 carbonos (C18). Los péptidos establecen interacciones hidrofébicas con las cadenas de C18
guedando retenidos en la columna, y la elucidn y consiguiente separacion de los mismos se consigue
disminuyendo la polaridad del disolvente gradualmente. Esto se consigue aumentando la
proporcién de la fase organica respecto a la fase acuosa, normalmente aumentando el porcentaje
de un modificador organico (p.ej. metanol o ACN). Por lo tanto, la separacion de los péptidos se
hace en base a fases modviles con alto contenido en carbono, lo que requiere una serie de

consideraciones especiales.

Es un hecho constatado que la presencia de carbono en el plasma es una fuente de interferencias

tanto espectrales como no espectrales en ICP-MS.! Ademds, en estudios previos realizados en el

"Montaser, A.; Inductively coupled plasma mass spectrometry. Ed. Wiley-VCH, New York. (1998). ISBN: 978-0-
471-18620-5.
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grupo de investigacidon' ademds de en otros muchos estudios, """ se ha descrito que la presencia
de C afecta a la seial de los diferentes elementos, especialmente en aquellos con altos potenciales
de ionizacién. La magnitud de este efecto depende de varios factores como el elemento, las
condiciones experimentales y la fuente especifica de C, aunque se ha observado que existe una
tendencia al incremento de la sefial en elementos como Se, As, P 0 S. ™ Este efecto se asocia a
procesos de transferencia de carga inducidas por diferentes especies del C (C*, CO,*, C,*, ...), que
aumentan la poblacién idnica de los analitos en el plasma"'. Ademas, se ha descrito que la presencia
de disolventes orgdnicos mejora la eficiencia en el transporte de la muestra hasta el plasma gracias

a los a los cambios fisicos que provoca en ella durante la nebulizacién."

Sin embargo, la magnitud de dicho efecto depende de la cantidad de C presente.’ Esto supone que,
al realizar un gradiente con fase orgdnica en una separacién cromatografica, el aporte de C va en
aumento a lo largo del analisis, lo que conlleva una variacién de la sefial de los elementos a lo largo
del mismo y, por lo tanto, un cambio en el factor de respuesta a lo largo del gradiente,
comprometiendo la posibilidad de cuantificar los péptidos con un patrén genérico. Ademas, el
empleo de disolventes organicos lleva a una deposicién de C sobre los conos que va disminuyendo

la sensibilidad del equipo y puede suponer su obturacién y la imposibilidad de seguir con el andlisis.

i pereira Navaza, A.; Ruiz Encinar, J.; Carrascal, M.; Abidn, J. y Sanz-Medel, A.; Absolute and site-specific
quantification of protein phosphorylation using integrated elemental and molecular mass spectrometry: its
potential to assess phosphopeptide enrichment procedures. Analytical Chemistry, 80, p. 1777-1787. (2008,).
DOI: 10.1021/ac7022316.

i Yanes, E. G. y Miller-Ihli, N.J.; Parallel path nebulizer: Critical parameters for use with microseparation
techniques combined with inductively coupled plasma mass spectrometry. Spectrochimica Acta Part B: Atomic
Spectroscopy, 60, p. 555 —561. (2005). DOI: 10.1016/j.sab.2005.03.007.

v Leclercq, A.; Nonell, A.; Todoli Torrd, J. L.; Bresson, C.; Vio, L.; Vercouter, T. y Chartier, F.; Introduction of
organic/hydro-organic matrices in inductively coupled plasma optical emission spectrometry and mass
spectrometry: a tutorial review. Part I. Theoretical considerations. Analytica Chimica Acta, 23, p. 33-56. DOI:
10.1016/j.aca.2015.03.049.

V- Larsen, E. H. y Stiirup, S.; Carbon-enhanced inductively coupled plasma mass spectrometric detection of
arsenic and selenium and its application to arsenic speciation. Journal of. Analytical and Atomic Spectrometry,
9, p. 1099-1105. (1994). DOI: 10.1039/JA9940901099.

Vi Grindlay, G.; Mora, J.; de Loos-Vollebregt, M. y Vanhaecke, F.; A systematic study on the influence of carbon
on the behavior of hard-to-ionize elements in inductively coupled plasma-mass spectrometry. Spectrochimica
Acta Part B: Atomic Spectroscopy, 86, p. 42-49. (2013). DOI: 10.1016/j.sab.2013.05.002.

Vi Kanaki, K. y Pergantis, S. J.; Using nanoparticles to determine the transport efficiency of microflow and
nanoflow nebulizers in inductively coupled plasma-mass spectrometry. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry, 31, 1041-1046. (2016). DOI: 10.1039/c5ja00474h.
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La compensacion de dicha variacidn puede hacerse desde un punto de vista instrumental o a través
de factores de correccidn. Esta Ultima estrategia es la empleada por Wind et al.," pioneros en la
idea de la cuantificacion peptidica y proteica a través de los 4&tomos de Sy P con MS elemental. En
su articulo, calculan la relacién experimental de P/S a lo largo del gradiente organico. La variacién
de la relacién a lo largo del mismo, permite obtener un factor de correccién (feorr) que se aplica
posteriormente a la relacidn experimental P/S en el andlisis cromatografico de la proteina o péptido.
Sin embargo, la correccidon no permite la cuantificacién adecuada de dichos elementos por separad,
si no que Unicamente permite corregir la variacién de la sensibilidad en la determinacion de dicha
relaciéon elemental (P/S). Otros estudios llevan a cabo enfoques similares.® La estrategia
instrumental empleada en el siguiente trabajo, se basa en la desarrollada previamente por Pereira
Navaza et al.,' que consiste en la adicién de un flujo constante de ACN post-columna, para
compensar los efectos del gradiente cromatografico. Esta adicidon simula un flujo isocratico,
asegurando asi unas condiciones experimentales constantes para la fuente ICP en la zona de elucién
de los péptidos/proteinas. La optimizacion del flujo post-columna empleado en el siguiente trabajo
se hizo experimentalmente ensayando concentraciones de ACN:H,0, en combinacidn con diferentes
flujos cromatograficos y post-columna, hasta obtener una sefial para el Py el S constante a lo largo
del mismo. Por otra parte, en el mismo estudio, se constatd la eficacia de una interfase basada en
el uso de un nebulizador capilar de consumo total (descrita en el apartado C.1.) para la cuantificaciéon

absoluta de péptidos y fosfopéptidos con patrones genéricos.

Para evitar la deposicion de C en los conos y favorecer la ionizacidon de P y S, se afiadié un flujo de
Ar:0; previamente a la llegada del flujo cromatografico a la entrada al plasma junto al empleo del
nebulizador de consumo total ya que, ademads de permitir usar un mejor flujo (menos cantidad de
C al plasma), mejora la eficiencia del transporte del flujo cromatografico al plasma, y permite el

empleo de menores volumenes de muestra.

Vil Wind, M.; Wesch, H. y Lehmann, W. D.; Protein phosphorylation degree: determination by capillary liquid
chromatography and inductively coupled plasma mass spectrometry. Analytical Chemistry, 73, p. 3006-3010.
(2001). DOI: 10.1021/ac010066s.

x Zinn, N.; Hahn, B.; Pipkorn, R.; Schwarzer, D. y Lehmann, W. D.; Phosphorus-based absolutely quantified
standard peptides for quantitative proteomics. Journal of Proteome Research, 8, p. 4870-4875. (2009). DOI:
10.1021/pr900494m.
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La nueva estrategia de eliminacion de interferencias que ofrece el ICP-QQQ (descrita en el apartado
A.1.4.3.3.3.), se utiliza para andlisis y cuantificacion absoluta (fosfo)péptidos a través de los atomos
de P y S. La deteccidn libre de interferencias de dichos elementos, permite asi obtener los LD
absolutos mads bajos publicados para el P y S hasta ese momento. Esto es especialmente critico en
el caso del S donde el LD disminuye en mas de 100 veces respecto a la bibliografia previa. En el
articulo D.1.1. se describe, por tanto, la metodologia para la cuantificacidon absoluta de péptidos y

fosfopéptidos, sin necesidad de patrones especificos mediante RP-capHPLC-ICP-QQQ.

Esta metodologia sera la base del desarrollo de los apartados D.2 y D.3. Este trabajo fue publicado

en el afo 2012 en la revista Analytical Chemistry.
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D.2. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION
ABSOLUTA DE PROTEINAS SIN PATRONES ESPECIFICOS MEDIANTE DILUCION
ISOTOPICA POST-COLUMNA.

D.2.1. Introduccion.

Aunque la complejidad del analisis del proteoma a través de las proteinas intactas (top down)
entrafia dificultades instrumentales (apartado A.2), durante los ultimos afios la estrategia top-down
ha conseguido establecerse finalmente no sélo como una estrategia prometedora, si no como una
técnica sélida y bien establecida en el contexto de la MS molecula.*? El porqué del gran interés
cientifico en mejorar las metodologias y las técnicas basadas en este enfoque, lo explican de forma
bastante acertada Armirotii et al.2 (del ingl.): “trabajar con los péptidos de una proteina es como
trabajar con las piezas de un puzle en vez de hacerlo con el cuadro que el puzle reproduce; los

péptidos (piezas del puzle) no pueden representar a la proteina completa (cuadro)”.

La estrategia top-down, esta enfocada a preservar la informacion estructural (incluyendo PTMs) de
las diferentes isoformas de las proteinas mediante su medida en estado nativo, ademds de permitir
el estudio de las interacciones que ocurren en cascadas de transduccion de sefiales dentro de las
células®. Sin embargo, dado que la MS molecular requiere de patrones especificos para la
cuantificacion absoluta tanto de péptidos como de proteinas completas, el analisis de estas ultimas
es bastante mas complicado, especialmente si los patrones de cuantificacidn no se sintetizan in vivo.

Por otra parte, aunque no proporciona informacion estructural, la estrategia top-down en MS

L Fred W. Mclafferty, F. W.; Breuker, K.; Jin, M.; Han, X.; Infusini, G.; Jiang, H.; Kong, X. y Begley, T. P.; Febs Journal, 274,
p. 6256-6268. (2007). DOI: 10.1111/j.1742-4658.2007.06147 .x.

2 Armirotti, A. y Damonte, G.; Achievements and perspectives of top-down proteomics. Proteomics, 10, p. 2566-3576.
(2010). DOI: 10.102/pmic.201000245.

3 siuti, . y Kelleher, N. L.; Decoding protein modifications using top-down mass spectrometry. Nature Methods, 4, p. 817-
821. (2007). DOI:10.1038/nmeth1097.
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elemental si ofrece informacion cuantitativa del contenido elemental de las biomoléculas, tal y

como se ha demostrado en el apartado anterior D.1.

En este apartado, la metodologia descrita esta basada en la anterior (D.1.) para poder cuantificar
proteinas intactas a través de su contenido en S y utilizando, de nuevo patrones genéricos mediante
cromatografia de RP. De nuevo, al emplear un disolvente orgdnico como fase mdvil en un gradiente
cromatografico, es necesario corregir la variacién de la sensibilidad lo largo del mismo. Sin embargo,
en este caso se utiliza una estrategia diferente a la del flujo post-columna de ACN. Dado que
Unicamente va a medirse la sefial de S, es posible utilizar en el flujo post-columna un elemento cuya
sefial se vea afectada por el contenido organico exactamente de la misma forma en la se modifica
la de nuestro analito (S). Esto es posible gracias a que el S es un elemento multi-isotépico. De esta
forma, se sustituye el post-columna de ACN:H,O por una disolucién acuosa de un trazador
enriquecido en 3*S. La correccién de la variacién de la sensibilidad es, de esta forma, mucho mas
precisa. Ademas, el empleo del trazador permite llevar a cabo una estrategia de cuantificacion
absoluta combinada, basada en la dilucién isotépica y el empleo de patrones genéricos de
cuantificacidn, que permiten corregir otros probables errores como los asociados a la inyeccién de

pequefios volimenes (1-2 pL).

Por tanto, el trabajo que aparece en este capitulo, describe una metodologia basada en el
acoplamiento capHPLC-ICP-QQQ para la cuantificacidn absoluta de proteinas intactas mediante
dilucion isotdpica en linea. Los LD obtenidos para la deteccidn de las proteinas a través del S son,
gracias a las caracteristicas analiticas del ICP-QQQ, los mas bajos obtenidos hasta ahora mediante
esta técnica de andlisis elemental. La combinacidn del flujo post-columna de %S para compensar los
cambios de sensibilidad debidos al gradiente orgdnico, la recuperacion cromatografica cuantitativa
para todas las especies analizadas (96-100%) y el uso de un patrén de S genérico (sencillo y
comercial) afiadido a la muestra, permiten obtener una respuesta independiente para cada
compuesto analizado, lo que lleva a la cuantificacién independiente y absoluta de cada proteina

incluso cuando no existen patrones especificos.

Una vez desarrollada, optimizada y validada la metodologia con patrones de proteinas certificados,
se evaludé su potencial aplicabilidad a muestras reales. Es evidente que, en la deteccién
cromatografica, la combinacion de la MS elemental y la MS molecular puede ser muy util para

simplificar estudios cuantitativos de mezclas de proteinas relativamente complejas. Como ejemplo,
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en este apartado se integran la cuantificacion absoluta de las toxinas procedentes de venenos de
serpientes (vendmica) mediante ICP-MS sin la necesidad de recurrir a los patrones especificos,
aprovechando la informacién analitica que se obtiene de las tecnologias “-omics”. Ademas, este
enfoque multidisciplinar podria suponer nuevos puntos de vista y nuevos avances en el campo de

la vendmica, toxico-vendmica, o en la vendmica ecologia y evolutiva.

Este trabajo se ha desarrollado en colaboracién con el Dr. Juan José Calvete Chornet, jefe del
Laboratorio de Protedmica Estructural en el Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC), dando lugar

a un articulo publicado en la revista Analytical Chemistry en el afio 2016 (Articulo D.2.1.).
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D.3. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DEL
GRADO DE FOSFORILACION GLOBAL Y ESPECIFICO EN FOSFOPROTEINAS
MEDIANTE RELACIONES P/S.

D.3.1. Introduccion.

En el caso particular de la fosforilacién, la importancia de llevar a cabo su cuantificacién radica en
que la funcion bioldgica de la proteina modificada estda modulada no sélo por el grado total de
fosforilacién, sino también por la presencia, ausencia o grado de modificacidon que tiene cada sitio
de fosforilacidon de forma especifica. En funcién de lo anterior, una misma proteina puede regular y
ser regulada de forma diferente a otras proteinas en diferentes cascadas de sefalizacion. Por este
motivo, es importante diferenciar entre el concepto de cuantificacion de fosfoproteinas (o

cuantificacion de la fosforilacién) y el de cuantificacion del grado de fosforilacion.

Aungue se forma genérica se puede hablar de cuantificacidon de la fosforilacion, este concepto se
emplea normalmente para indicar el nimero de dtomos de P por molécula de proteina, es decir, el
numero de sitios de fosforilacidon “activos”. Sin embargo, cuantificacién del grado de fosforilacién
implica determinar el nimero de dtomos de P presentes respecto a sitios de fosforilacién posibles,
es decir, requiere conocimiento previo de la proteina o, al menos, la identificacion de las diferentes
formas de la proteina. A pesar de la importancia bioldgica del grado de fosforilacidn ya comentada
a lo largo de la introduccion, normalmente los métodos analiticos disponibles se centran en la
deteccion de la isoforma fosforilada'? en parte por las dificultades que entrafia asegurar la presencia

de un sitio de fosforilacién cuando este no posee la modificacidon en el momento del analisis.

La determinacién del grado de fosforilacion se puede afrontar tanto desde un punto de vista global,

a través del analisis de la proteina intacta, como desde un punto de vista especifico a través del

! Wind, M.; Wesch, H. y Lehmann, W. D.; Protein phosphorylation degree: determination by capillary liquid
chromatography and inductively coupled plasma mass spectrometry. Analytical Chemistry, 73, p. 3006-3010.
(2001). DOI: 10.1021/ac010066s.

2 Boehm, M. E.; Seidler, J.; Hahn, B. y Lehmann, W. D.; Site-specific degree of phosphorylation in protein
measured by liquid chromatography-electrospray mass spectrometry. Proteomics, 12, p. 2167-2178. (2012).
DOI: 10.1002/pmic.201100261.
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anadlisis de los correspondientes péptidos tripticos. Independientemente de si se emplea MS
molecular o elemental, el segundo enfoque se suele realizar a través del analisis de los péptidos
producidos tras una digestidn proteolitica (generalmente con tripsina), y mediante el acoplamiento
a técnicas de separacién tales como la LC de RP. Sin embargo, en el apartado D.1. del presente
documento se demostré que el nebulizador de consumo total era perfectamente valido para el

analisis de proteinas intactas mediante ICP-QQQ.

Con la metodologia presentada a continuacién, se ofrece la posibilidad de obtener tanto la
cuantificacion de la fosforilacién como la del grado de fosforilacién global de la proteina. Ademas,
se evalla la posibilidad de obtener el grado de fosforilacion especifico para cada sitio de
fosforilacién de forma individual. Esta metodologia se basa en la desarrollada en el apartado D.1; la
separacion de las diferentes especies mediante un acoplamiento de RP-capHPLC-ICP-QQQ,
utilizando para su cuantificacidon patrones genéricos. Al igual que en la metodologia del apartado
D.2., la metodologia se complementa con analisis por MS molecular en los casos en los que es

necesaria la identificacidn de las especies.

En primer lugar, para el andlisis de las fosfoproteinas intactas y al contrario que en el caso anterior
(D.2.), no es necesario evaluar la recuperacién cromatografica de la columna. Al encontrarse ambos
elementos (S y P) en la misma molécula su relacién sera constante, y se mantendra incluso si solo
eluye de la columna un porcentaje determinado de la fosfoproteina. De la misma forma, es posible
llevar a cabo una cuantificacién por calibrado externo empleando mezclas de patrones de Py S,
siempre que se asegure que no existen diferencias de respuesta en el ICP entre los patrones de
cuantificacion. En el caso del andlisis de P y S proteico, al estar en la misma molécula, ambos estaran

sujetos a la misma respuesta analitica.

Por otra parte, el efecto de la variacion de la sensibilidad debida al modificador organico ya no puede
corregirse por dilucién isotdpica (apartado D.2.) dado que el P es un elemento monoisotdpico, por
lo que se recupera la estrategia general descrita en el apartado D.1.2.; la correccion experimental

mediante un flujo post-columna de ACN.

En el articulo correspondiente (D.3.1.) enviado a la revista Journal of Chromatography A, se describe
la metodologia desarrollada y aplicada a una proteina modelo (B-caseina), calculandose su grado de
fosforilacidn global y el grado de fosforilacidn especifico. Los resultados obtenidos estan en perfecta

concordancia con los valores certificados por el proveedor, asi como los publicados en la bibliografia.
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Ademas, esta metodologia se ha aplicado a una muestra real. Esta muestra real consiste en una
proteina en origen no fosforilada a la que, mediante un proceso de alteracion de su traduccién, se
le sustituye un residuo aminoacidico no fosforilado, por otro ya fosforilado (la fosforilaciéon no
procede del proceso post-traduccional habitual).? Por tanto, el objeto del anélisis de la muestra real
es doble: validar la metodologia desarrollada y determinar la eficiencia del proceso de modificacion.
Esta proteina sintética ha sido sintetizada por el Prof. Jesse Reinhart del grupo de Fisiologia

Moleculary Celular de la Universidad de Yale (EEUU).

3 pirman, N. L.; Barber, K. W.; Aerni, H. R.; Ma, N. J.; Haimovich, A. D.; Rogulina, S.; Isaacs, F. J. y Rinehart, J.;
A flexible codon in genomically recoded Escherichia coli permits programmable protein phosphorylation.
Nature Communications 6:8130. (2015). DOI: 0.1038/ncomms9130.
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D.4. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE
RELACIONES B/Ca A BAJA CONCENTRACION EN CARBONATOS DE ORIGEN
BIOGENICO.

D.4.1. Introduccion.

Los cocolitoféridos son algas unicelulares con una distribucidn marina global de las que existen
aproximadamente unas 200 especies.! La mayor parte de las especies de cocolitoféridos poseen un
exoesqueleto calcico compuesto por placas de calcita llamadas cocolitos de tamafios comprendidos
entre 3-15 mm, y cuya morfologia depende de la especie. Este grupo es uno de los principales dentro
del fitoplancton y uno de lo mas estudiados debido a su implicacion en la biologia ocednica, asi como
en el ciclo del carbono ya que, al ser autétrofos, tienen la capacidad de fijar CO; siendo uno de los
principales reservorios de C del océano. Estos organismos y mas concretamente las relaciones B/Ca

en sus cocolitos, seran el objeto de estudio del presente capitulo.

El B es un elemento cada vez mas presente en los estudios de oceanografia ya que su incorporacién
en las estructuras calcicas estd directamente relacionada con el pH del medio. El boro esta presente
en el medio marino en como dos especies, B(OH); y B(OH)4s” que se encuentran equilibrio como se

muestra en la ecuacion siguiente:
B(OH)s + H,0 S B(OH)4 + H*

El pKs del borato (pKs=8.6, 25° C) esta cercano al rango de pH natural en el océano y, como la
incorporacién de B en la estructura cdlcica es Unicamente a través del borato, a medida que el pH
del medio sea mas bdsico, mayor sera el contenido de borato en el medio y, por tanto, también lo
serd el contenido de B en la estructura célcica.? En la figura D.4.1. se representa el desplazamiento

del equilibro en funcién del pH.

YYoung, J. R.; Geisen, M.; Cros, L.; Kleijne, A.; Probert, I. y Ostergaard, J. B.; A guide to extant coccolithophore
taxonomy. Journal of Nannoplankton Research, Special Issue 1, p. 1-132, (2003).

2 Sanyal, A.; Nugent, M.; Reeder, R. J. y Bijma, J.; Seawater pH control on the boron isotopic composition of
calcite: Evidence from inorganic precipitation experiments. Geochimica et Cosmochimica Acta, 64, p. 1551-
1555, (2000). DOI: 10.1016/50016-7037(99)00437-8.

109



D. RESULTADOS Y DISCUSION

=l L L L 100
400
B(OH);
E .
= 75
O 300+
E v
ES S
= 4 -
o o
3 Lso &
c 2004 o
- =]
c —_—
o B X
9 &
5
S 100 =25
4 B(OH)4
0 T T T T T T —— 0
7 8 9 10 1

Figura D.4.1. Desplazamiento del equilibrio quimico entre B(OH)s (acido bérico) y B(OH)s en funcién del pH
(representacion para las condiciones tipicas del medio marino a T2 de 25 °C). Adaptada de He et al.3.

Por tanto, evaluando el contenido en boro en los distintos estratos del registro fdsil ocednico, se
podria elucidar la evolucién del pH marino a través del tiempo geoldgico. Sin embargo, la medida
de B en cocolitos mediante ICP-MS supone un reto analitico, no sélo por su alto potencial de
ionizacion (8.3 eV), sino también por su baja concentracidn, los altos fondos, y los efectos de
memoria en el sistema de introduccidon de muestra al equipo. Ademas, el isdtopo mayoritario del B
(*'B: 80%) se encuentra muchas veces interferido por la cola del 12C, cuya abundancia en las matrices
de carbonato célcico es muy grande. El B se incorpora en la matriz calcica a muy baja concentracién

(ng mL?), estando ésta muchas veces por debajo del LD con las técnicas habituales.*

Por este motivo, la matriz no puede ser diluida en exceso ya que supondria que la seial del analito
fuera indistinguible de la sefial del blanco. Ademas, y tal y como se describe en la literatura, una
gran dilucién de la matriz maximizaria el problema de los blancos, ya que el boro aparece como

contaminante habitual en el material de laboratorio, asi como en el ambiente®®.

3 He, M.; Xiao, Y.; Jin, Z.; Liu, W.; Ma, Y.; Zhang, Y. y Luo, C.; Quantification of boron incorporation into synthetic
calcite under controlled pH and temperature conditions using a differential solubility technique. Chemical
Geology, 337-338, p. 67-74. (2013). DOI: 10.1016/j.chemgeo0.2012.11.013.

4 Stoll, H.; Langer, G.; Shimizu, N. y Kanamaru, K.; B/Ca in coccoliths and relationship to calcification vesicle pH
and dissolved inorganic carbon concentrations. Geochimica et Cosmochimica Acta, 80, p. 143—-157. (2012).
DOI: 10.1016/j.9ca.2011.12.003.

5 Rosner, M.; Romer, R. L. y Meixner, A.; Air handling in clean laboratory environments: the reason for
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Por otro lado, si matriz de carbonato no se diluye lo suficiente, pueden aparecer problemas relativos
a efectos de matriz (obturacion de nebulizadores, depdsitos de sales en los conos) y aumenta la

posible interferencia espectral asociada al carbonato mencionada anteriomente.

Por otra parte, tal y como describen Al-ammar et al.’, las muestras que contienen boro, se preparan
normalmente en soluciones de acido nitrico, diluyéndolas hasta el 2% HNO; para el analisis por ICP-
MS. En pH &cido, el B aparece como dacido bérico, el cual es volatil a temperatura ambiente. Esas
gotas procedentes de la volatilizacién se depositan en la cdmara de nebulizacién durante la medida,
y causan un efecto de memoria cuya magnitud es mayor cuanto mayor sea la relacién B/Ca en las
muestras. Las estrategias para contrarrestar estos efectos se han abordado desde dos puntos de
vista: utilizando material inerte tanto en la toma de muestra como en los sistemas de nebulizacién’

y/o mediante protocolos de limpieza especificos entre muestra y muestra.®

Los problemas descritos, asi como el normalmente bajo volumen de muestra disponible, han
limitado la aplicabilidad de las medidas de B/Ca como herramienta en los estudios de
paleoceanografia. A continuacién, se describe una nueva metodologia basada en la deteccidn libre
de interferencias gracias a la configuracidn del analizador QQQ empleado. Ademas, se desarrollo
una preparacién de muestra que minimiza los efectos de memoria y optimiza al madximo el volumen

de muestra disponible.

Este trabajo ha sido el resultado de una colaboraciéon con la Dra. Heather Stoll (actualmente
perteneciente al Dpto. Ciencias de la Tierra, ETH, Zurich), dando lugar a un articulo publicado en la
revista Geochemistry, Geophysics, Geosystems en el afio 2015 (D.4.1.1.). En el mismo afio, Aggarwal
y You®, publicaron unos comentarios sobre el articulo original. La respuesta a dichos comentarios

fue también publicada en el afio 2016 (D.4.1.2.).
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10.1002/2013GC005049.

 Aggarwal, S. K. y You, C.-F.; Comment on “Determination of low B/Ca ratios in carbonates using ICP-QQQ"’
by S. D. Fernandez et al. Geochemistry, Geophysics, Geosystems, 17, p. 1230-1231, DOI:
10.1002/2015GC006139.

111






E. CONCLUSIONES/

CONCLUSIONS







E. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

E.1. CONCLUSIONES.

Las principales conclusiones que pueden deducirse como resultado de lo expuesto a lo largo de la

presente Tesis Doctoral, se resumen en los siguientes puntos:

1. Se ha evaluado la metodologia basada en el acoplamiento de LC capilar (capLC) al ICP-QQQ
mediante una interfase de consumo total para la cuantificacién absoluta de (fosfo)pétidos,
a través de la determinacion elemental de los heterodtomos presentes en ellos (P y S). La
adicion de patrones genéricos que contengan dichos heteroatomos a la muestra, ha
permitido obtener factores de respuesta para cada elemento, que se aplican
posteriormente para cuantificar el péptido analito. Esta metodologia permitié obtener los

LDs mas bajos para el analisis de (fosfo)péptidos hasta esa fecha.

2. Se ha demostrado que el concepto desarrollado para la cuantificacion absoluta de péptidos
es aplicable, también al analisis de mezclas de proteinas intactas. La aplicacién de dicha
metodologia basada el sistema capLC-ICP-QQQ requeria encontrar condiciones que
permitieran una recuperacion cuantitativa de la columna cromatografica empleada
independientemente de la proteina, y la correccidon de los cambios de sensibilidad que
ocurren durante el gradiente. Una vez optimizadas tanto la cromatografia como la dilucion
isotopica post-columna, se ha validado la metodologia con diferentes proteinas patrén
obteniéndose LD en el rango de los fmol. Finalmente, se aplicé a la cuantificacidon absoluta
genérica de las todas las proteinas (27) presentes en una muestra real de veneno de
serpiente que, gracias al analisis paralelo por capLC-ESI-QTOF permitié convertir los fmol de

S cuantificados en cada pico cromatografico en fmol de la proteina correspondiente.

3. Se ha demostrado que la base metodoldgica desarrollada, el sistema hibrido RP-capHPLC-
ICP-QQQ, es aplicable a la determinacién del grado total de fosforilacién en fosfoproteinas
intactas mediante la medida experimental de las relaciones molares P/S previamente
calibradas mediante mezclas de compuestos genéricos de P y S. Este concepto se ha
demostrado tanto para patrones comerciales, como para muestras reales de proteinas

previamente purificadas. Ademas, se ha evaluado la potencialidad de la metodologia para

115



E. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

la determinacién del grado especifico de fosforilacion en los componentes tripticos de
dichas proteinas, con resultados satisfactorios para la proteina modelo ensayada (B-caseina,
en este caso), estando condicionada su aplicacién a muestras reales por las limitaciones

inherentes a los procesos de purificacién y digestién enzimatica.

4. Se ha desarrollado una metodologia para la determinacion de relaciones B/Ca en matrices
calcicas de origen biogénico, demostrandose que el excelente valor de sensibilidad en
abundancia (SA) que aporta el analizador QQQ, permite la deteccion libre de interferencias
de estos elementos incluso cuando el nivel de B en las muestras se encuentra a muy bajos
niveles de concentracién. (<1 ng mL?). Ademas, se ha demostrado la compatibilidad de esta
metodologia con la medida simultdnea de otros elementos como S o P presentes
habitualmente en las muestras analizadas, que pueden aportar informaciéon muy util desde

el punto de vista geoldgico.

En resumen, se puede concluir que la configuracion en MS/MS del ICP-QQQ ha demostrado ser,
en las aplicaciones estudiadas, un sistema robusto que permite la cuantificacidén precisa y exacta
de elementos (y relaciones elementales) tradicionalmente problematicos debido a su
naturaleza fisico-quimica, asi como a las numerosas interferencias espectrales asociadas a ellos.
Creemos, por tanto, que esta configuracion puede ser la base de numerosas estrategias para la

cuantificacion elemental, especialmente en el campo de la protedmica y la paleoceanografia.
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E.2. CONCLUSIONS.

The conclusions arising from the results expounded through the present PhD Thesis are summarized

by the following states:

1. A methodology based on capillary liquid chromatography (capLC) coupled to ICP-QQQ by
means of a total consumption interfase was evaluated for the absolute quantification of
(phospho)peptides through the elemental detection of the heteroatoms present (P and S).
The addition to the sample of generic standards containing such heteroatoms, allowed to
obtain element-specific response factors that could be subsequently employed to quantify
each corresponding peptide. This methodology has provided the best DL ever obtained for

(phospho)peptide analysis with ICP-MS.

2. It has been shown that absolute peptide quantification strategy also resulted to be valid for
intact proteins mixtures. Such methodology based on the use of capLC-ICP-QQQ required
of chromatographic solutions to obtain quantitative and protein-independent recoveries
from the column employed, as well as the correction of sensitivity changes due to the
chromatographic gradient. Once the chromatography and the post-column isotope dilution
were properly chosen and optimized, the methodology was validated with different protein
standards obtaining DL in the fmol range. Finally, this methodology was applied for the
absolute and generic quantification of all the proteins (27) present in a venom snake real
sample that in combination with a parallel analysis by capLC-ESI-QTOF, allowed the
translation of the S fmol quantified in each chromatographic peak, into fmol of the

corresponding protein.

3. It has been shown that the developed methodology based in the hybrid RP-capHPLC-ICP-
QQQ system, is applicable to the total phosphorylation degree in intact phosphoproteins by
means of the experimental determination of P/S molar ratios, with a previous calibration
using mixtures of P and S generic standards. The concept has been proved both for
commercial standards and protein real samples, previously purified. Furthermore, the
potential of this methodology has been evaluated for the specific phosphorylation degree

in tryptic compounds of proteins, with satisfactory results for the model protein essayed (B-
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casein), being its application conditioned in real samples by the inherent limitations to the

purification and enzymatic digestion processes.

4. A methodology for B/Ca ratios determination in calcareous matrices of biogenic origin has
been developed, being shown that the excellent abundance sensitivity value obtained with
this QQQ analyzer, allows an interference-free detection of the elements involved, even
when B concentration in the samples is at very low levels (<1 ng mL). Additionally, it has
been shown that this methodology is compatible with the simultaneous measurement of
other elements such as S or P, typically present in this type of samples, that might provide

useful information from in a geological context.

Summarizing, the MS/MS configuration of the ICP-QQQ has been proved to be, in the studied
applications, a robust system, which allows accurate and precise quantification of traditionally
problematic elements (and elemental ratios) due to their physical and chemical nature, along
with numerous spectral interferences associated with them. Therefore, we believe that this
configuration can be very valuable in the development of numerous strategies for elemental

quantification, especially in the fields of proteomics and paleoceanography.
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