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1. Introduccion

1.1 La enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad de cardcter autoinmune que afecta a individuos
genéticamente predispuestos. Se desencadena por la ingesta del gluten de trigo, cebada, centeno y
avena e induce un proceso inflamatorio crénico en el intestino delgado (Jiang et al., 2020). Dicho
proceso conduce al aplanamiento progresivo de las vellosidades intestinales dando lugar a una mucosa
intestinal plana con atrofia vellosa, hiperplasia de las criptas e infiltracion del epitelio por los linfocitos,
que ocasionalmente pueden experimentar una transformacién maligna (Figura 1). La principal

consecuencia de la enfermedad es la dificultad en la absorcién de los nutrientes (Parada y Araya, 2010).

Intestino sano

Intestino afectado de celiaquia

Figura 1: Comparacion de un intestino delgado sano y de un paciente enfermo de celiaquia
(https://www.aepnaa.org/ver/patologias).

El espectro de manifestaciones clinicas es muy complejo y variado en funcidn del paciente,
pudiendo producir diarreas, dolor abdominal, estrefimiento, vOmitos y desnutricién. Las
complicaciones mas graves son hallazgos no especificos extraintestinales como la falta de crecimiento,
la fatiga crdnica, el dolor en las articulaciones, la anemia, la osteoporosis e incluso complicaciones
neurolégicas (Clifford et al.,, 2019). Muchas de estas manifestaciones extradigestivas se deben a
carencias crdnicas de oligoelementos debido a la malabsorcidn intestinal; otras, en cambio, son de

caracter autoinmunitario (Rodrigo, Garrote y Vivas, 2008).

La enfermedad celiaca es un trastorno cuyo desarrollo depende de la combinacién de varios
factores genéticos y ambientales. La presencia de los marcadores de susceptibilidad genética HLA-DQ2
y/o HLA-DQS8 positivos explica alrededor del 40% de la susceptibilidad genética de la enfermedad. El

otro 60% se debe a genes no relacionados con HLA (Koehler, Wieser y Konitzer, 2014).



Los genes HLA (complejo mayor de histocompatibilidad) codifican un conjunto de proteinas
presentadoras de antigenos que se expresan en muchas células humanas y son esenciales para que el
organismo distinga entre moléculas propias y externas. Estdn involucrados en muchos procesos
antiinflamatorios y autoinmunes ademas de contribuir a la susceptibilidad de desarrollar
enfermedades infecciosas. La relacidn existente entre los genes del tipo HLA y la EC se debe al papel
fundamental de los linfocitos T CD4+, que son capaces de reconocer péptidos derivados del gluten
presentes en la mucosa intestinal de pacientes celiacos y no en el caso de pacientes sanos (Plaza-

lzurieta et al., 2015).

Por otro lado, existen factores ambientales que tienen un papel importante en el
desencadenamiento de la EC, como la lactancia materna, que generalmente retrasa la aparicién de la
enfermedad, aunque no la previene; la edad en la que se introducen en la dieta los alimentos con
gluten y las infecciones de determinados patdgenos, como el adenovirus 12 y el virus de la hepatitis C

(Rodrigo, Garrote y Vivas, 2008).

La enfermedad celiaca es frecuente en todo el mundo, afecta a alrededor del 1% de la poblacién,
lo que la convierte en una de las enfermedades autoinmunes mas prevalentes. Esta prevalencia ha
aumentado significativamente durante los Ultimos afios, desde un porcentaje de incidencia del 0.6%
en los afios noventa, pasando por un 0.8% en la década de los dos mil hasta el valor actual gracias a la
mejora en las herramientas de diagndstico (Osorio, Mejias y Rustgi, 2019). Sin embargo, se estima que
Unicamente entre el 20-30% de los pacientes estdn diagnosticados. Es por eso que se compara la

enfermedad con un iceberg para explicar las diferentes manifestaciones clinicas que existen (Figura 2):

e Celiaquia cldsica o sintomatica: Los pacientes que la padecen presentan los sintomas
gastrointestinales mds comunes, como diarrea, pérdida de peso, vomitos y dolor
abdominal, ademds de dafios en la mucosa intestinal. Todos ellos muestran test serolégicos
positivos. Constituye el grupo de pacientes mas facil de diagnosticar y es, por tanto, la parte

visible de la enfermedad (World Gastroenterology Organisation, 2020).

e Celiaquia silente o asintomatica: La presentan aquellos individuos que no tienen sintomas
gastrointestinales, pero por el contrario si muestran una mucosa intestinal dafiada con
atrofia en las microvellosidades y dan positivo en los test serolégicos de diagndstico. Se
estima que el 50% de los pacientes no diagnosticados padece esta forma clinica asintomatica

de la enfermedad.

e Celiaquia latente: Es caracteristica de los pacientes que son positivos en los test serolégicos
pero por el contrario, no presentan sintomas gastrointestinales ni dafos en la mucosa. Aun
asi, la situacidon de estos pacientes es muy susceptible al cambio y a evolucionar hacia la

presencia de sintomas y cambios histoldgicos (Counts y Sierpina, 2006).



Enfermedad celiaca
latente

Figura 2: Comparacion de las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad celiaca con un iceberg
(creada a partir de https://entremontanas.com/wp-
content/uploads/Iceberg_2195790412 14253284 _660x371.jpg).

En la actualidad el Unico tratamiento efectivo existente para la enfermedad es que el paciente
siga una dieta estricta en ausencia de gluten durante toda su vida. Esto conlleva generalmente un
impacto negativo en la calidad de vida de los individuos que la padecen, ya que en todo momento
deben tener un cuidado riguroso y estar alerta para evitar ingerirlo de manera accidental (Caio et al.,

2019).

1.2 El gluten

El gluten, segln el Codex Alimentarius, se define como la fraccion proteica de trigo, centeno,
cebada, avenay sus variedades hibridas y derivados que es insoluble en disoluciones acuosas y en NaCl
0.5 M. Las distintas proteinas que componen el gluten se dividen en dos fracciones segin el método
de fraccionamiento de Osborne. De esta forma, las glutelinas constituyen la fraccidn insoluble del
gluten en disoluciones de etanol-agua y las prolaminas, la fraccién soluble. Segun el cereal de
procedencia, las prolaminas y glutelinas tienen un nombre especifico que se indica en la Tabla 1

(Martin-Esteban et al., 2010).

Tabla 1: Nombre concreto de prolaminas y glutelinas en funcion del cereal de procedencia.

Especie Prolamina Glutelina
Trigo Gliadina Glutenina
Centeno Secalina Secalinina
Cebada Hordeina Hordenina
Avena Avenina Avenalina




Figura 3: Simbolo presente en alimentos con una concentracion de gluten inferior a 20 mg/kg.

Dentro de las gliadinas, que son las prolaminas del trigo, se distinguen tres fracciones en funcion
de su movilidad electroforética: a- y B-gliadinas, w-gliadinas y Y- gliadinas. Todas ellas son ricas en
prolina y glutamina, pero en concreto, la existencia de numerosos residuos de prolina es la que
conduce a una alta resistencia a la digestién proteolitica completa que realizan las enzimas géstricas,
pancreaticas y de borde de cepillo. Por tanto, su digestién en el tracto intestinal es mas dificil que la
de otros péptidos. Entre ellas, las a-gliadinas son las que tienen una mayor inmunogenicidad, ya que
se han encontrado cuatro epitopos estimuladores de las células T en su secuencia (Ruiz-Carnicer et al.,

2019).

El péptido 33-mer (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) procedente de los aminoacidos
56-88 de la a2-gliadina se considera el péptido inmunodominante del gluten ya que contiene tres
epitopos superpuestos de las células T: una copia del DQ2.5-glia- ala, dos copias del DQ2.5-glia- alb
y tres copias del DQ2.5-glia- a2, que conducen a una fuerte respuesta inmunitaria. Aun asi, es muy
complejo hacer una identificacion inequivoca de la secuencia concreta que causa la enfermedad

(Schalk et al., 2017).

Como ya se explicé anteriormente, el Unico tratamiento existente para los pacientes celiacos es
seguir una dieta sin gluten, por lo que la deteccion de concentraciones traza de gluten en alimentos es
de suma importancia para garantizar su seguridad. Por este motivo, la Unién Europea fijo en el
Reglamento (UE) 828/2014 la cantidad maxima de gluten que puede tener un alimento procesado para
ser etiquetado como “sin gluten” es 20 mg/kg. Es importante tener en cuenta que diferentes individuos
presentan distintos niveles de tolerancia a la ingesta de gluten, por lo que en este reglamento también
se decretd la cantidad maxima de gluten en alimentos para que puedan ser etiquetados como

“contenido reducido en gluten”, siendo ésta de 100 mg/kg.

En Espaia, la Federacion de Asociaciones de Celiacos de Espafia (FACE) fue mas alld debido a la
existencia de pacientes sensibles a concentraciones minimas y cred una etiqueta para aquellos
productos cuya concentracion de gluten fuese menor de 10 mg/kg. Dicha etiqueta estuvo vigente hasta
2019. A partir de ese momento la simbologia que aparece en los envases paso a ser la espiga barrada,
certificada por el Sistema de Licencia Europeo, que indica que la concentracion de gluten es menor de

20 mg/kg (Figura 3) (FACE, 2020).



1.3. Métodos analiticos para la deteccidn de gluten en alimentos

Conocer las propiedades fisico-quimicas de las proteinas del gluten, asi como las interacciones
que se producen entre ellas, no sélo ha permitido conocer la complejidad de la produccion de
alimentos sin gluten, sino también ha servido para desarrollar protocolos de extraccion y métodos de

deteccion de gluten en muestras de alimentos.

La disponibilidad de métodos analiticos sensibles y robustos para la cuantificacién de gluten en
alimentos es de gran importancia no sdélo para garantizar la salud de las personas sensibles al gluten,
sino para que exista un control sobre la industria alimentaria. El éxito en la determinacidn depende de
tres factores muy importantes: de la eficiencia de extraccién de las proteinas en las materias primas y
alimentos procesados, de la utilizacion de un patrén de referencia de gluten para la calibracidon y de la

sensibilidad y selectividad de la técnica analitica empleada (Miranda-Castro et al., 2016).

La preparacidn de la muestra debe ser lo mas simple posible para aumentar la reproducibilidad
y minimizar las modificaciones de las proteinas. Tradicionalmente se han utilizado disoluciones acuosas
de alcohol considerando que Unicamente se extraia la fraccion de prolaminas; sin embargo,
actualmente se sabe que eso no es cierto ya que también son capaces de extraer glutelinas
monomeéricas. Se ha demostrado que este tipo de disoluciones son efectivas para la extraccion de
prolaminas en materias primas como las harinas, pero no ocurre lo mismo en productos procesados
gue se someten a altas temperaturas, donde existe una disminucion en la solubilidad de las proteinas

debido a la formacién de enlaces disulfuro durante la elaboracidn del producto.

Por esta razon, las disoluciones de extracciéon que se utilizan hoy en dia incluyen agentes
desnaturalizantes reductores como el 2-mercaptoetanol, el ditiotreitol o el tris(2-carboxietil)-fosfina
que, en combinacidn con la extraccidn de alcohol, son capaces de disolver agregados del gluten. Estas
disoluciones también reducen los enlaces disulfuro de las glutelinas polimerizadas, haciéndolas
también solubles. De esta forma, se ha mejorado considerablemente la recuperacién de gluten en
alimentos procesados con respecto al uso exclusivo de disoluciones acuosas de alcohol (Diaz-Amigo y

Popping, 2013) (Diaz-Amigo y Popping, 2012).

Existen diferentes opciones comerciales: la llamada “disolucion cdctel”, desarrollada por un
grupo espafiol y con patente europea EP 1 424 345 B1, combina agentes reductores y desagregantes
para extraer las proteinas del gluten por completo. El principal inconveniente que presenta es que
contiene 2-mercaptoetanol que interfiere con la unidn especifica de los anticuerpos cuando se utilizan
métodos de deteccién inmunoquimicos. Para solucionar este problema se propuso otra disolucion
conocida como disolucién de extraccidn universal de prolaminas y glutelinas (UPEX) cuya composicién
esta patentada con el nimero WO 201/07039 A2. En ella se incluyen agentes reductores como el tris(2-
carboxietil)-fosfina que es muy especifico para la rotura de puentes disulfuro y menos téxico que otros
reductores comunmente utilizados y agentes desagregantes, como la N-lauroilsarcosina, que
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contribuye a la apertura de cadenas peptidicas. Ademas, recientemente se ha descrito una nueva
disolucién universal de extraccion de gluten, la UGES, bajo la patente WO 201231612, que es capaz de
proporcionar una alta eficiencia de extraccién tanto en matrices simples como en complejas que

incluso hayan sido procesadas con calor (Mena y Sousa, 2015).

Un punto critico en el analisis de gluten es la ausencia de un patrén certificado de referencia
debido a que existen cientos de proteinas diferentes que varian entre los distintos tipos de cereales e
incluso dentro de las mismas cosechas en diferentes anos. Por ello, el Grupo de Trabajo sobre Analisis
de la Prolamina y su Toxicidad (PWG, por sus siglas en inglés) cred la gliadina PGW, un patrén de
gliadina obtenido a partir de 28 cultivos de trigo representativos de los diferentes paises europeos
productores de este cereal (Scherf et al., 2020). A pesar de que el material no fue aprobado por el
Instituto de Materiales de Referencia y Medidas de la Unidn Europea (IRMM, por sus siglas en inglés),
es el estandar de gliadina mas utilizado, ya que es el que mejor se ha caracterizado hasta la fecha

(Bruins-Slot et al., 2016).

Existen diferentes métodos analiticos cualitativos y cuantitativos para la deteccion de gluten en
alimentos. La deteccién de gluten se basa principalmente en pruebas inmunoldgicas, métodos
relacionados con el ADN y métodos basados en el uso de la espectrometria de masas. Es importante
considerar también una nueva tendencia que ya estd consolidada, la utilizacion de aptdmeros en
biosensores. Sin embargo, Unicamente los primeros se consideran universalmente aceptados como
métodos de referencia. Aun asi, todas las metodologias presentan ventajas y desventajas que los hacen

mas adecuados para tareas especificas.

1.3.1 Métodos inmunoldgicos.

Las técnicas inmunolégicas son las aceptadas actualmente para la determinacién de gluten en
alimentos, siendo una de las herramientas mas eficaces. Estan basadas en la utilizacidon de anticuerpos
especificos frente a las fracciones nocivas del gluten. Sin embargo, la obtencién de dichos anticuerpos
con la suficiente calidad y especificidad es uno de los principales retos ya que las fracciones dafiinas

del gluten no estan claramente identificadas (Martin-Esteban et al., 2010).

Los enzimoinmunoensayos también conocidos como ELISA son los métodos inmunoldgicos mas
populares para la cuantificacidn del gluten, en los que se emplean anticuerpos monoclonales como el
Skerritt, el R5 o el G12. El anticuerpo Skerritt es especifico contra la gliadina y se ha demostrado que
reconoce las glutelinas de bajo peso molecular. El R5 se une fuertemente a los epitopos QQPFP,
QQQFP, LQPFP y QLPFP de las a-, B-, w- y Y- gliadinas. Y por ultimo, el G12 es capaz de reconocer el
epitopo QPQLPY del péptido 33-mer de la a2-gliadina, que es el considerado péptido

inmunodominante (Panda y Garber, 2019).



Dentro de los ELISA existen dos tipos de ensayos: los de tipo sandwich y los competitivos. Los
ensayos ELISA tipo sandwich no son adecuados para la cuantificacion de gluten en alimentos
hidrolizados, ya que se requiere la presencia de al menos dos epitopos en la molécula diana, lo cual es
poco probable tras la hidrdlisis. Para solucionar este problema se desarrollaron ensayos competitivos
utilizando los anticuerpos R5 y G12 que requieren exclusivamente la presencia de un epitopo activo
para reaccionar con el anticuerpo. A pesar de que en el ensayo competitivo con el anticuerpo R5 se

llega a limites de deteccion de 5 mg/kg, se ha demostrado que ninguno de los métodos es

completamente compatible con el céctel de extraccién (Amaya-Gonzdlez, 2015a). El éxito de los
ensayos basados en anticuerpos esta limitado por las propiedades fisico-quimicas particulares de las
proteinas. Las modificaciones estructurales que se producen en las proteinas y la homologia con otras
proteinas no relacionadas deben ser cuidadosamente evaluadas. Se deben evitar falsos negativos
producidos por las pérdidas de los epitopos de unién del anticuerpo, o falsos positivos causados por la

reactividad cruzada y las uniones no especificas (Diaz-Amigo y Popping, 2012).

Dentro de las técnicas inmunoldgicas, se encuentra también el Western Blot, que consiste en la
extraccién de las prolaminas del alimento, seguida de su separacién electroforética en geles de
poliacrilamida, la posterior transferencia a membranas de nitrocelulosa y la incubacién con
anticuerpos marcados especificos contra las gliadinas para finalmente ser revelados mediante una
reaccion enzimatica. El limite de cuantificacién de esta técnica es de 8 mg/kg, algo superior al sistema
ELISA competitivo mencionado anteriormente. Aun asi y a pesar de que es mucho mas complejo
llevarlo a cabo, la informacidn cualitativa obtenida es mayor debido a que las proteinas extraidas se
someten a una separacion electroforética antes de la interaccion con el anticuerpo especifico en la
membrana, por lo que se conoce informacidn relacionada con la masa molecular de las proteinas
extraidas. Ademas, existe una mayor eficacia en la determinacion de proteinas insolubles ya que la
separacion tiene lugar en condiciones desnaturalizantes. Por este motivo, en ocasiones se utiliza como
prueba de confirmacidn para evitar falsos positivos y negativos tras haber sometido la muestra al

ensayo ELISA (Martin-Esteban et al., 2010).

1.3.2 Métodos de amplificacion de ADN

Los métodos analiticos fundamentados en la deteccién de ADN son eficaces cuando el alimento
ha sido procesado ya que las proteinas pueden haberse desnaturalizado o sufrido degradaciones, por
lo que su determinacion inmunoldgica daria lugar a resultados erréneos. En cambio, el ADN se puede
detectar aunque se haya fragmentado durante el proceso. De esta forma, es posible utilizar el ADN

como marcador de la presencia de las proteinas del gluten en alimentos (Haraszi et al., 2011).

Actualmente se han descrito varios métodos para la deteccidn utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Con esta técnica se amplifica una secuencia concreta de ADN copiandola

repetidas veces, pudiendo asi realizar su deteccién y estudio posterior. Sin embargo, a pesar de ser
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una técnica extremadamente sensible y selectiva, el contenido en ADN puede no relacionarse con la
concentracién de las proteinas del gluten. La relacion entre las proteinas y el ADN varia en funcién del
grado de expresidn genética en distintos cultivos de cereales, asi como de las condiciones de
almacenamiento y del tipo de procesamiento del alimento, pudiendo afectar a las proteinas, al ADN,
0 a ambos. Por esta razdn, los andlisis basados en la amplificacién del ADN son siempre pruebas
indirectas y mas apropiadas como métodos de cribado y como complemento a la protedmica (Diaz-

Amigo y Popping, 2012).

1.3.3 Nuevas tendencias: utilizacion de aptameros.

Los aptasensores y aptaensayos electroquimicos han surgido recientemente como una nueva
estrategia de bajo coste para detectar gluten en alimentos utilizando aptameros que se unen de
manera selectiva al péptido inmunodominante 33-mer (Lépez-Lopez et al., 2017). Los aptdmeros son
moléculas cortas de ADN o ARN de entre 40-100 nucleétidos que adoptan una estructura
tridimensional caracteristica que permite la union de forma selectiva y con gran afinidad a una gran
variedad de moléculas como proteinas, fdrmacos y otros tipos de moléculas pequefas tanto orgdnicas
como inorganicas (Spiridonova, 2010). Su capacidad de plegarse originando conformaciones terciarias
muy variadas, tal y como se muestran en la Figura 4, les permite interactuar con la molécula diana y

los convierte en un receptor ideal de captura (de-los-Santos-Alvarez et al., 2008).

Se generan a partir de un proceso de seleccién in-vitro llamado evolucién sistematica de ligandos
mediante enriquecimiento exponencial (SELEX, por sus siglas en inglés). Este proceso imita la seleccion
natural basandose en una serie de pasos de seleccién y amplificacidon que se repiten a partir de una
biblioteca aleatorizada de oligonucleétidos de ADN o ARN sintetizados quimicamente que se exponen
a una molécula diana en unas condiciones determinadas en las que sélo unas pocas secuencias seran
capaces de unirse a la diana. El gran nimero de secuencias de oligonucledtidos de partida asegura la

produccién de aptameros con afinidad por una gran variedad de moléculas (Svigelj et al., 2018).

Cuarteto de Estructura en
guaninas pseudonudo
O & -
‘E‘ (|3,.- é‘,ﬁ; I ERENEN NN N
) Estructura de Estructura de
Horquilla mango saliente unign en T

Figura 4: Diferentes estructuras tridimensionales que puede adoptar un aptdmero (Lopez-Lépez, 2015).
La utilizacion de aptameros como elementos de reconocimiento molecular para el desarrollo de

nuevos métodos alternativos de deteccién de gluten en alimentos se justifica por tres razones
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principales. En primer lugar, por la posibilidad de obtenerlos quimicamente de manera sencilla y de
forma rentable con alta reproducibilidad. En segundo lugar, porque la afinidad con la molécula diana
es similar a la que presentan los anticuerpos monoclonales, pero cuentan con una mayor estabilidad
debido a su naturaleza quimica. Por ultimo, porque se pueden combinar facilmente con diferentes
grupos que permiten su marcaje, proporcionando una gran flexibilidad de adaptacidn a diferentes

técnicas analiticas (Malvano et al., 2017).

El uso de aptdmeros permite distinguir entre moléculas con diferencias minimas en su
estructura, pudiendo ser incluso enantioselectivos. Ademas, sus constantes de disociacién son del
orden de 10°-101° M, siendo comparables a las de los anticuerpos monoclonales. Asimismo, la forma
en la que se obtienen es mucho mas sencilla que en el caso de los anticuerpos obtenidos in-vivo
inmunizando animales, por lo que de esta forma se evitan los problemas éticos asociados (Tombelli,

Minunni y Mascini, 2005).

El grupo de investigacidon de Electroandlisis de la Universidad de Oviedo ha realizado de manera
exitosa en los Ultimos anos una seleccién de aptdmeros de ADN que reconocen el péptido
inmunodominante 33-mer de la a2-gliadina, y a partir de él crearon diversos formatos de aptasensores
y aptaensayos para la deteccidén de gluten (Amaya-Gonzalez et al., 2014) (Amaya-Gonzalez, et al.,

2015a) (Amaya-Gonzalez, et al., 2015b) (Lopez-Lopez et al., 2017).

En uno de los aptaensayos, el péptido 33-mer se inmovilizé en particulas magnéticas y se utilizd
un aptdmero marcado con biotina de concentracion conocida cono reactivo limitante. Se realizé un
ensayo competitivo donde las secuencias peptidicas reconocidas por el aptdmero se unen a él
mediante la reaccién de reconocimiento molecular, mientras que el aptamero sobrante se une al
péptido 33-mer inmovilizado en las particulas magnéticas. Utilizando una enzima conjugada a
estreptavidina para que se una a la marca del aptamero sobre las particulas, es decir, a la biotina, y
afiadiendo el sustrato enzimatico se genera un producto electroactivo que se mide
electroquimicamente. De esta forma, cuanto mayor contenido de gluten haya en la muestra, menor
cantidad de aptamero se une a las particulas modificadas con 33-mer, menos cantidad de enzima se

inmoviliza, menos producto enzimatico se obtiene y menos sefial se mide cronoamperométricamente.

Se utilizaron dos aptadmeros diferentes, el Glil y el Gli4, obteniendo limites de deteccién de 4,9
y 0,5 mg/kg respectivamente, estando el valor de uno de ellos muy por debajo de los obtenidos con
los métodos inmunoquimicos recomendados. Ademas, los estudios de selectividad sefialaron que
ambos aptdmeros reconocen el trigo, la cebada y el centeno con una sensibilidad similar al mismo
tiempo que son insensibles a las proteinas del arroz, el maiz y la soja, ingredientes altamente utilizados

en los productos sin gluten ya que son inocuos para los pacientes celiacos (Miranda-Castro et al., 2016).

Las secuencias de los aptameros Glil y Gli4 son CTA GGC GAA ATA TAG CTA CAA CTG TCT GAA
GGC ACC CAA Ty CCA GTC TCC CGT TTA CCG CGC CTA CAC ATG TCT GAA TGC C respectivamente,
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estando ambas formadas por 40 nucledtidos. Sin embargo, no todos los nucleétidos juegan un papel

importante a la hora de unirse con la molécula diana.

La region donde se produce la reaccidn de reconocimiento molecular es generalmente de 10-15
nucledtidos. Estos nucledtidos estdn involucrados en estructuras secundarias, formando horquillas,
cuartetos de guaninas o estructuras en pseudonudos. Existe una segunda regidon que incluye
nucledtidos que, aunque no tienen un contacto directo con la molécula diana, si tienen una labor
importante en la interaccién de afinidad que se produce. El resto de los nucleétidos de la secuencia no
son esenciales y se pueden eliminar con el fin de mejorar la afinidad respecto al aptdmero de partida

y reducir su coste; es lo que se conoce como aptameros truncados.

A la hora de realizar el truncado se tuvo en cuenta como punto de partida el analisis de las
estructuras secundarias que presentan los dos aptdmeros y las dos secuencias de nucledtidos que se
repiten en ambos casos. El Glil y el Gli4 tienen estructuras similares, con mas de un bucle. La primera
secuencia comun en ambos aptameros (TG TCT GAA) se encuentra en un bucle en los dos casos,
mientras que la segunda secuencia se encuentra de forma integra en un bucle del Gli1 (AG CTA CAA) y
Unicamente una parte (CTA CA) en el Gli4 en una zona central del aptamero. Estas secuencias al ser
comunes a ambos aptdmeros, podrian estar involucradas en la reaccion de reconocimiento molecular,

por lo que se sintetizaron aptameros truncados de menor tamario a partir de ellas.

Taly como se muestra en la Figura 5, el aptdmero truncado del Glil o GlilT se obtuvo eliminando
los extremos 5 y 3" de la secuencia, dando lugar a una cadena de 17 nucledtidos. Por el contrario, el
aptamero truncado del Gli4 o Gli4T se obtuvo Unicamente eliminando parte de la secuencia del
extremo 5’, originando una cadena de 19 nucledtidos. Sin embargo, sélo el Gli4T mostré una afinidad

similar a la del aptamero completo (Svigelj et al., 2020).
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Figura 5: Estructuras secundarias del Glil y Gli4 y de los correspondientes aptdmeros truncados (adaptada de
Svigelj et al., 2020).

Estudios anteriores realizados por el grupo de investigacién determinaron que el hecho de

afiadir una marca al aptamero en el extremo 5" decrece su afinidad hacia los péptidos y proteinas
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(Amaya-Gonzalez et al., 2015b). Por este motivo, es recomendable afiadir una secuencia de 5 timinas

entre el aptdmero y la marca de biotina en el extremo 5°.

1.4 Analisis de péptidos derivados del gluten por espectrometria de masas

La espectrometria de masas aplicada a la protedmica comenzé a ganar importancia a partir de
mediados de los afios ochenta cuando se desarrollaron las fuentes de ionizacién de electroespray (ESI,
por sus siglas en inglés) e ionizacidon/desorcion por laser asistida por una matriz (MALDI, por sus siglas
en inglés) ya que permitian una ionizacién suave y la trasferencia de los iones a fase gas sin una
fragmentacion excesiva. Hasta ese momento, la espectrometria de masas estaba limitada a moléculas
pequefias y estables térmicamente, por lo que el desarrollo de estas fuentes de ionizacién aumenté
drasticamente el campo de aplicaciones de la espectrometria de masas, convirtiéndose en una técnica

de referencia en nuevos campos como la protedmica.

Durante los ultimos afios, esta técnica ha demostrado un gran potencial y versatilidad en el
analisis de alérgenos en alimentos, superando las limitaciones asociadas a los métodos inmunolégicos
caracterizados por la reactividad cruzada que puede tener lugar con los anticuerpos. De esta forma,
las técnicas protedmicas asociadas a la espectrometria de masas se estan consolidando como una
alternativa a los ensayos ELISA ya que permiten la deteccidn individual de trigo, cebada, centeno y
avena mediante la monitorizacién de biomarcadores peptidicos, ganando importancia en investigacion
para realizar la identificacidn, caracterizacién y cuantificacidon de péptidos y proteinas; se espera que

en un futuro préximo pueda aplicarse también en la industria (Manfredi et al., 2015).

Existen distintas estrategias a la hora de realizar un analisis protedmico. Entre ellas se encuentra
la caracterizacién e identificacion de proteinas intactas conocida como estrategia top-down vy la
identificacion de proteinas digeridas o estrategia bottom-up (Liao et al., 2017). Utilizando la
aproximaciéon top-down se lleva cabo una separacion de las proteinas, por ejemplo mediante
electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) o cromatografia de liquidos de alta
eficacia (HPLC), y se realiza el analisis directamente mediante espectrometria de masas en tandem. Al
finalizar se tiene acceso a la secuencia de la proteina completa, por lo que es posible localizar y
caracterizar en poco tiempo las modificaciones postransduccionales que se producen en la molécula.
Sin embargo, los espectros de masas obtenidos son muy complejos por lo que esta estrategia requiere
el uso de bases de datos y herramientas bioinformaticas complejas, las cuales estan poco desarrolladas

en la actualidad.

Si por el contrario se emplea la estrategia bottom-up, el primer paso es similar, se realiza una
separacion de las proteinas mediante 2D-PAGE o HPLC. La siguiente etapa es una digestidon enzimatica
para dar lugar a los péptidos, los cuales se analizan por espectrometria de masas en tandem

generalmente tras aplicar una separacion previa por HPLC. Este procedimiento es el mas utilizado ya
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que, a pesar de que soélo se identifica una parte de la proteina, la interpretacién de los espectros de
masas es mucho mas sencilla que en el caso anterior debido a que el nimero de proteinas es menor.
Finalmente, la caracterizacién de realiza utilizando la gran variedad de herramientas bioinformaticas

disponibles.

La estrategia que mas se utiliza para la determinacién de los péptidos derivados del gluten es la
estrategia shotgun, un procedimiento muy similar al bottom-up, pero sin la primera etapa, es decir, las
proteinas se digieren sin la separacion electroforética previa (Figura 6). De esta forma, una mezcla de
proteinas se digiere utilizando enzimas proteoliticas y los péptidos generados se separan mediante
cromatografia liquida. Acto seguido, los péptidos separados se ionizan e introducen en el analizador

de masas (Reinders y Sickmann, 2009).

1.#3:' a- Digestion | ‘ Separacion HPLC Analisis MS
('.‘.' — | | | —p  Péptidos — ‘
Mezcla de proteinas Mezcla de péptidos | | | | | | ‘

Figura 6: Diagrama de la estrategia shotgun (elaboracion propia).

La fuente de ionizacién empleada tiene un impacto significativo en el analisis por espectrometria
de masas. Existen diferentes opciones y cada una presenta una serie de ventajas dentro de su campo
de aplicacién, por lo que la eleccién de la fuente de ionizacion ha de hacerse en funcién de la estructura
del analito de interés, del estado fisico de la muestra y del objetivo del analisis. Dependiendo de la
cantidad de energia interna que se transfiere a la muestra durante el proceso de ionizacién existen
fuentes que dan lugar a la ionizacién molecular, a la fragmentacién de la molécula y a la atomizacidn
e ionizacion. En la determinacidn de péptidos, se busca una ionizacidn de los mismos sin dar lugar a

procesos de fragmentacion.

Las fuentes de ionizacién utilizadas comunmente con este fin son la fuente MALDI y el
electroespray. La ionizacién con MALDI genera iones monocargados por lo que la interpretacion del
espectro es sencilla. Por este motivo, la fuente de ionizacion MALDI surgié como una nueva alternativa
para la caracterizacion de proteinas gracias a su robustez y a la capacidad de ionizar proteinas intactas.
Ademas, es capaz de tolerar la presencia de contaminantes externos, como los detergentes, que se
utilizan con frecuencia para la extraccién del gluten. El principal inconveniente que presenta es que no

se puede acoplar “en linea” con técnicas de separacidon cromatograficas.

1.4.1 Fuente de ionizacion de electroespray
La fuente ESI es muy util para el analisis de proteinas complejas y de mezclas de péptidos debido
fundamentalmente a su capacidad para generar iones de moléculas polares de alto peso molecular en

fase gas a partir de disoluciones y a su facilidad de acoplamiento con HPLC. En los ultimos afios se ha
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desarrollado una versidon miniaturizada del ESI denominada nanoespray (nanoESl) que se ha convertido
en la mejor fuente de ionizacidn para introducir proteinas de gran tamano cuando se sospecha que el
contenido de los analitos es muy bajo. El uso de nanoESI proporciona un aumento en la sensibilidad y
un menor efecto de matriz por lo que se esta consolidado como la mejor opcidn para la realizacién de

analisis en protedmica (Alves et al., 2019).

La utilizacion del electroespray como método para disipar una muestra liquida de forma
homogénea es antigua. El efecto fisico en el que se fundamenta fue descrito por primera vez por
Greoffrey Taylor. Mas tarde, Malcom Dole realizé una serie de experimentos con el fin de generar un
haz de moléculas de masa molecular elevada, pero no fue hasta 1988, cuando el grupo de John Fenn
pudo demostrar que era posible transferir moléculas grandes, como las proteinas, en forma de iones
a fase gaseosa sin fragmentarlas. A partir de ese momento, diferentes grupos de investigacion
comenzaron a trabajar con la fuente de electroespray acoplandola a espectrémetros de masas, lo que
dio lugar a una amplia variedad de aplicaciones dentro del campo del analisis biomolecular (Wilm,

2011).

EL acoplamiento de la fuente ESI a la espectrometria de masas es extremadamente util para la
determinacién de moléculas polares grandes, no volatiles y con capacidad de ionizarse, como las
proteinas o los acidos nucleicos. La disolucion que llega a la fuente de electroespray esta compuesta
por un disolvente polar que contiene el analito a una concentracién muy baja, del orden de 105-10*
M. Ademas, la transferencia de iones desde la fase condensada hasta que los iones se encuentran
aislados en fase gaseosa comienza a presion atmosférica y avanza de forma gradual hasta el alto vacio

que se produce en el analizador de masas.

Una de las primeras ventajas observadas de la fuente de ionizacion ESI fue su capacidad de
obtener iones de las moléculas con carga multiple, lo que produce la reduccion de la escala m/z,
permitiendo la utilizacién de analizadores de masas con rangos de m/z limitados, como los
cuadrupolos. De esta forma, este tipo de fuente de ionizacion se puede emplear tanto para moléculas
polares (de alto y bajo peso molecular), como para complejos metalicos idnicos y otros analitos

inorgdnicos solubles en disolventes polares (Gross, 2011).

En cuanto al fundamento tedrico, la formacidn de iones por ESI se basa en tres etapas: la
creacion de un espray eléctricamente cargado, la reduccion del tamafo de las particulas y la liberacion
de los iones completamente desolvatados (Figura 7). Para ello, la disolucidn con el analito se inyecta a
través de una bomba de jeringa mecanica o mediante el acoplamiento de una técnica de separacién,
como la cromatografia de liquidos, en un capilar de aproximadamente 75 um de diametro a un caudal
de 1-20 pL/min. Se aplica un voltaje muy alto, 2-6 kV, en la punta del capilar metalico en relacién con
el cono de muestreo, que se sitla a 1-3 cm, dando lugar a un campo eléctrico de 106 Vm™ (Barnejee y

Mazumdar, 2012).
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Figura 7: Esquema del proceso de ionizacidn por electroespray (Barnejee y Mazumdar, 2012).

El espray generado estd compuesto por una gran cantidad de gotas de analito altamente
cargadas, cuya polaridad sera positiva o negativa dependiendo del voltaje aplicado. Si se examina con
un microscopio las gotas generadas en la punta del capilar a medida que aumenta el voltaje se observa
como a valores pequefios las gotas tienes forma esférica, mientras que, a voltajes altos, cuando la
tensién superficial es mayor que las repulsiones electroestaticas, se genera un espray muy fino que se

conoce como cono de Taylor.

Las gotas producidas en la punta del capilar son conducidas hacia el analizador de masas a la vez
que se produce la evaporacién del disolvente gracias a una corriente de gas inerte, generalmente
nitrégeno calentado. De este modo el tamafio de la gota se reduce poco a poco, aumentando la
densidad de carga en la superficie de la gota. Este aumento en la densidad de carga hace que las
repulsiones electroestaticas venzan la tensién superficial de la gota, dando lugar a una desolvatacién

donde se crean los iones en estado gaseoso, proceso denominado explosion de Coulomb.

La ionizacién por electroespray se considera una técnica suave en cuanto a la cantidad de
energia interna que se transmite a la muestra, apenas produce fragmentacion, y los iones generados
presentan carga multiple. La carga dependerd del voltaje aplicado: cuando se trabaja en modo positivo
y se utilizan disoluciones dacidas, el analito M se carga incorporando n protones a su estructura
[M+nH]™; por el contrario, cuando se aplica un voltaje negativo, las disoluciones empleadas son
basicas, de manera que la carga en el analito se debe a la pérdida de protones, [M-nH]™. El nimero
maximo de cargas que puede presentar un péptido o una proteina esta directamente relacionado con

la cantidad de aminoacidos basicos (arginina, lisina o histidina) presentes en su estructura.

En la mayoria de los casos, Unicamente se observa el ion molecular con un nimero determinado
de cargas. Sin embargo, al tratarse de una fuente de ionizacién a presidon atmosférica es importante
tener en cuenta que se pueden producir iones cuya carga no se deba a la adicién o a la pérdida de un
protdn, sino a la unidn al analito de otros iones presentes en disolucién, como son el Na*, el K*, el Cl' o
el NH;*, generandose asi iones aducto que presentaran una m/z superior al ion molecular (Gross,

2011).
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1.4.2 Espectrometria de masas en tandem

Se conoce como espectrometria de masas en tandem (MS/MS) a cualquier metodologia que
involucre al menos dos etapas de andlisis de masa, ya sea en conjunto con un proceso de disociacién
o tras una reaccién quimica que provoque un cambio en la masa o en la carga de un ion. El modo mas
comun de operar es utilizar el primer analizador para aislar un ion precursor, fragmentarlo en la celda

de colisiéon, y analizar esos fragmentos en un segundo analizador de masas.

Uno de los analizadores mas utilizados en MS/MS es el triple cuadrupolo (QgQ) que consta de
dos analizadores de masa en serie (Q) con una celda de colisién entre ellos. En los primeros
instrumentos la celda de colisién utilizada era un cuadrupolo, de ahi su nombre original, pero
actualmente se utilizan hexapolos u octapolos. En la celda de colision se produce la fragmentacion de
los iones mediante procesos de disociacién inducidos por colision (CID). La activacion de los iones por
CID se basa en la aceleracién y colisidon del haz de iones procedentes del primer analizador de masas
con un gas, generalmente N, de tal manera que se produce la fragmentacién del ion precursor
formado en la fuente de ionizacidon. Cuando se aplica una diferencia de potencial entre los dos
extremos de la celda, que es lo que se conoce como energia de colision, los iones son acelerados en el
interior de la misma, de modo que la energia cinética adquirida se transforma durante la colisién con
el gas en energia interna que se emplea en la rotura de los enlaces mas débiles de la molécula.
Normalmente, las colisiones que tienen lugar son de baja energia, inferiores a 100 eV. Una
particularidad importante es que la fragmentacién producida no es aleatoria, sino que los iones se
rompen en los enlaces mas vulnerables, por lo que existe un patrén de fragmentacién caracteristico
de cada analito que se obtiene de forma reproducible y refleja la probabilidad de los distintos

mecanismos de fragmentacion.

Cuando se trabaja con un Unico analizador se masas existen dos modos de medida, el modo
barrido o scan y la monitorizacidn de iones selectiva o SIM. Utilizando el modo scan se realiza un
barrido de las m/z seleccionadas, detectando todos los iones generados en ese rango de m/z. Es un
modo de adquisicion de datos muy utilizado para andlisis cualitativos y como paso previo a un analisis
cuantitativo cuando se desconoce lo que hay en la muestra. En contraposicion, en el modo SIM
Unicamente se miden los iones de una m/z seleccionada previamente. Esto lo convierte en una forma
de medida muy util para el andlisis cuantitativo ya que se aumenta la sensibilidad y se reducen los
limites de deteccion debido a que se mide un menor nimero de m/z, por lo que el fondo espectral es

menor, y la relacién sefial/ruido, mayor.

En la espectrometria de masas en tdndem existe un abanico mas amplio de modos de medida,
gue son el barrido de iones producto, barrido de iones precursores, barrido de pérdidas neutras y la

monitorizacidn selectiva de reacciones:
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El barrido de iones producto (Figura 8A) consiste en seleccionar un ion precursor de una
determinada m/z con el modo SIM y determinar todos los iones producto resultantes
de la CID realizando un scan con el segundo analizador de masas. Es un modo de medida

muy utilizado para elucidar la estructura de un analito desconocido.

El barrido de iones precursores (Figura 8B) se realiza midiendo en modo scan en el
primer cuadrupolo, y monitorizando con SIM Unicamente determinados iones producto
en el segundo analizador de masas. Se utiliza cominmente para detectar un conjunto

de compuestos en una muestra con grupos funcionales especificos.

El barrido de pérdidas neutras (Figura 8C) utiliza el modo de medida scan en ambos
analizadores de manera sincronizada, de modo que la diferencia de masa de los iones
entre el primer y el segundo cuadrupolo permanece constante. En el caso de que exista
una diferencia entre ambos analizadores, esa diferencia se corresponde a un fragmento

neutro que se genera en la celda de colisién. Por tanto, se trata de una forma de medida

muy util para detectar moléculas que contienen un grupo funcional determinado que

producen un fragmento no cargado.

La monitorizacion selectiva de reacciones (SRM) (Figura 8D) se lleva a cabo
seleccionando una m/z determinada del analito en cuestidn en el primer analizador y
una m/z correspondiente al ion producto generado de mayor intensidad en el segundo.
De esta forma, se utiliza un modo SIM en los dos analizadores de masas. Es el modo de
medida mas utilizado en MS/MS para la cuantificacién de analitos de fragmentacidn
conocida en muestras complejas, ya que la relacién sefial/ruido es muy elevada. Este
modo proporciona una gran sensibilidad y selectividad ya que se eliminan las posibles
interferencias espectrales que se producirian en otros tipos de modos de medida

(Hoffmann y Stroobant, 2007).

Cabe resaltar que la cuantificacion absoluta de péptidos hace uso normalmente de analogos

marcados isotépicamente y del analisis por dilucidon isotépica para la correccidon de los errores

derivados de la preparacidn de la muestra o de los efectos de matriz en la fuente ESI. Por ejemplo, la

técnica AQUA (Absolute Quantification), que utiliza la dilucién isotdpica para marcar un péptido

sintético semejante a los generados durante la digestion como si fuese un patrdn interno, permite la

determinacidon de la concentracion de proteinas (Chahrour, Cobice y Malone, 2015).

Sin embargo, la mayoria de los métodos de cuantificacion de proteinas desarrollados hasta la

fecha son relativos, se basan en la medida de la intensidad de sefial de muestras marcadas

isotdpicamente, ya sea un marcaje quimico con la técnica ICAT (Isotope-coded affinity tag), metabdlico

utilizando la técnica SILAC (Stable isotope labeling by aminoacid in cell culture) o mediante catalisis
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enzimdtica empleando ¥0. Sin embargo, éstas no proporcionan informacién sobre la concentracién

de péptidos o proteinas en una muestra, ya que estdn basadas en protedmica diferencial.
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Figura 8: Modos de trabajo en espectrometria de masas en tandem (adaptada de Domon y Aebersold, 2006).

1.5 Hidrolisis de proteinas mediante digestiones enzimaticas

La aplicacién exitosa de la aproximacion shotgun en el andlisis del gluten depende de la eficacia
de la digestion. En el dmbito de la protedmica, la utilizacidn de tripsina como enzima proteolitica es la
opcidon mas utilizada no sélo por su alta eficacia sino por su especificidad y su bajo coste. La tripsina
rompe el esqueleto peptidico en los aminodcidos lisina y arginina, dando lugar a péptidos de cadena
corta con un residuo basico en el extremo C-terminal, lo que permite su analisis mediante MS/MS

incluso con equipos de triple cuadrupolo en los que el rango de m/z es mas limitado.

Debido a la baja cantidad de los aminodacidos lisina y arginina en la secuencia de las prolaminas
del trigo, la digestion triptica produce un bajo nimero de péptidos de alto peso molecular con
relaciones m/z fuera del rango de trabajo de los cuadrupolos. Por este motivo, la hidrélisis de las
prolaminas del trigo se realiza utilizando quimiotripsina que rompe la cadena proteica en el grupo
carboxi-terminal de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, el triptéfano y la tirosina y también
de otros con menor afinidad como la leucina y la metionina. En comparacion con la tripsina, la digestion
con quimiotripsina genera un mayor numero de péptidos de menor tamafio que si pueden ser
analizados por LC-MS/MS, permitiendo la secuenciacion peptidica de las proteinas objeto de estudio

(Colgrave, Byrne y Howitt, 2017).

Si se pretende simular el proceso de digestion que ocurre en el organismo de los pacientes para
asi producir los péptidos que se generan en el interior del cuerpo humano, la opcién ideal seria llevar

a cabo una digestidn in-vivo, pero no es posible debido a los problemas éticos que conlleva. Lo que se
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utiliza en estos casos son modelos de digestidn in-vitro, que realizan una simulacidn de las condiciones
fisioldgicas del tracto gastrointestinal superior, como son el pH, la temperatura, la agitacion y la
composicion quimica de la fase oral, gastrica y la correspondiente al intestino delgado, que es donde
se produce la absorcidn de los nutrientes. Estos modelos han sido ampliamente utilizados para el
estudio de los péptidos digeridos procedentes del gluten. Existen diferentes métodos, tanto estaticos
como dindmicos, por lo que la diversidad de los protocolos utilizados hace que la comparacién entre

estudios sea prdcticamente imposible (Boukid et al., 2019).

Ante la necesidad de armonizacidon de los protocolos de digestion existentes, el grupo de
investigacion INFOGEST, formado por expertos multidisciplinares de mas de 35 paises, decidié
establecer un modelo estatico para la digestion de los alimentos, ya que el procedimiento seria mas
simple. Dicha digestidon implica la exposicion al alimento a tres etapas sucesivas: oral, gastrica e
intestinal. Desde su publicacion en 2014, este método de digestidn in-vitro ha sido ampliamente
utilizado en todo el mundo en los dmbitos de la ciencia, tanto agricola como en el de la ciencia de los

alimentos (Brodkorb et al., 2019).

El grupo del Prof. Chaitan Khosla de la Universidad de Stanford ha optimizado durante varios
afios el proceso de digestion in-vitro del gluten. Asi, estudiaron las diferencias obtenidas con distintas
enzimas, incluyendo pepsina, tripsina, quimiotripsina, elastasa y carboxipeptidasa A; evaluaron el
tiempo de reacciéon necesario y la relacidn de proteina:enzima necesaria para la digestion. La
conclusién alcanzada tras el estudio es que se obtienen los mejores rendimientos realizando una
digestion gastrica con pepsina durante 1-2 horas, y una intestinal con tripsina y quimiotripsina durante
30 minutos. Ademas, se determind que la relacion proteina:enzima necesaria para que se produzca la

digestion es de 100:1 (Sealey-Voyksner et al., 2010).
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2. Objetivos

El objetivo cientifico principal de este Trabajo Fin de Master es el estudio de la captura del
péptido 33-mer por parte del aptamero Gli4T tras realizar una simulacién de digestion gastrointestinal

in-vitro de la a-gliadina mediante Cromatografia de Liquidos y Espectrometria de Masas en tandem.
Dentro de este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos mads especificos:

- Estudiar la influencia de la duraciéon de cada reaccién enzimatica en la eficacia de la
generacion del péptido 33-mer y posterior captura con aptdmeros inmovilizados sobre

particulas magnéticas.

- Realizar la optimizacidon de los parametros de la fuente de ionizacién y de la celda de colisidn

del espectrémetro de masas con el fin de lograr la maxima sensibilidad durante los analisis.

- Optimizar un método SRM para la determinacion e identificacién del péptido 33-mer en las

distintas fracciones de los digeridos.

- ldentificar otros péptidos capturados por el aptdmero en las distintas fracciones de los

digeridos.

Ademas de estos objetivos cientificos, el principal objetivo académico planteado en la
realizacion de este Trabajo Fin de Master ha sido aprender a utilizar diferentes técnicas de
bioconjugacion, profundizar en la técnica de analisis utilizada (HPLC-ESI-MSMS), trabajar dentro de dos
grupos de investigacidn diferentes del Departamento de Quimica Fisica y Analitica de la Universidad
de Oviedo, ser consciente de la dificultad que existe a la hora de obtener resultados en un laboratorio
de investigaciony, sobre todo, ser capaz de utilizar técnicas analiticas de forma auténoma e interpretar

los resultados obtenidos de ellas.

19



3. Experimental

3.1 Reactivos

Para llevar a cabo la digestidon enzimatica se utilizé un patrdn de gliadina del Prolamin Working
Group que se adquirié a R-Biopharm AG (Alemania). También se utilizé un patrén del péptido 33-mer
de la casa comercial Biomedal (Espafia) con una pureza del 98,27% para realizar la optimizacion del

método de andlisis y cuya secuencia de aminodcidos es LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF.

Se emplearon particulas magnéticas de 1,0 um de didmetro funcionalizadas con estreptavidina
de Thermo Fischer Scientific. Las particulas se suministraron en forma de suspensiéon con una
concentracion de 10 mg/mL (7-12'10° microparticulas/mL) en disolucion reguladora de fosfato (PBS)

de pH 7,4, que contiene 0,01% de Tween 20 y 0,09% de NaNs; como conservantes.

El aptamero utilizado (Gli4T) cuya secuencia de bases en sentido 5°> 3" es CTA CAC ATG TCT
GAA TGC C, fue proporcionado por Metabion International (Alemania) en forma liofilizada y tras su

purificacién por HPLC. Se encuentra funcionalizado en el extremo 5° con 5 timinas y una biotina.

Para la separacién cromatografica se utilizd acetonitrilo (ACN, > 99%) de Fischer Comercial, acido
formico (FA, 2 99%) de Sigma-Aldrich, y agua ultrapura obtenida a partir de un equipo de la casa

comercial Millipore (Francia).

El resto de reactivos utilizados se detallan en la Tabla 2. Todas las disoluciones realizadas a partir

de ellos se hicieron con agua ultrapura purificada con un sistema Direct-Q de Millipore (Francia).

Tabla 2: Reactivos utilizados durante los diferentes procedimientos experimentales.

Reactivo Casa comercial
Pepsina porcina Sigma-Aldrich
Tripsina de pancreas bovino Sigma-Aldrich
Quimiotripsina Sigma-Aldrich
NaOH Sigma-Aldrich
NaH2PO4 Sigma-Aldrich

HCI J. T. Baker

Acido trifluoroacético (TFA) Merck

PBS Sigma-Aldrich
TRIS-HCI IM pH 7.4 Sigma-Aldrich
NaCl (> 98%) Sigma-Aldrich
MgCl, Sigma.Aldrich
Tween 20 (70%) Sigma-Aldrich
Urea Sigma-Aldrich

Las disoluciones que se han utilizado a lo largo del procedimiento experimental son:

- Disolucién BS: 50 mM TRIS pH 7,4, NaCl 0,25M y MgCl, 5 mM.

- Disolucién BST: BS y Tween 20 al 0,01%.
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- Disolucién PBS 1x y Tween 20 al 0,005%.

3.2 Material

Todas las pesadas realizaron en una balanza analitica de Mettler Toledo (Espafia), modelo
AG135. Las etapas de incubacion de la digestidn se realizaron en un agitador termostatizado, modelo
Thermomixer Confort, de la casa comercial Eppendorf Ibérica (Espana) que permite fijar la
temperatura y la agitacién. Cuando Unicamente se quiere termostatizar a una determinada
temperatura, se utilizé un thermoblock de Selecta (Espafia) para incubar. También se empled un vortex
para homogeneizar las disoluciones en determinadas ocasiones con agitacion. Para llevar a sequedad
las muestras se utilizé un Concentrador Plus de la marca Eppendorf de Fischer Scientific (Espana). Tras
haber realizado la reconstitucién de las muestras, se utilizé una centrifuga Heraeus Multifugex3 L-R de
Thermo Fisher Scientific (Espafa) para separar el sobrenadante de lo que pudiese haber quedado sin
disolver. La separacion de las particulas magnéticas de la disolucidn se llevd a cabo mediante un iman
DynaMag-2 adquirido a Life Technologies (Madrid, Espafia) que cuenta con una capacidad para 16
viales de 1,5 mL. Durante los diferentes ensayos se utiliz6 material volumétrico de clase A,
micropipetas de diferentes volimenes, puntas de pipeta desechables, viales eppendorf de 1,5 mLy

viales con inserto de 150 pL.

3.3 Equipo HPLC-ESI-MS/MS

Todas las operaciones experimentales en las que se realizd una separacidon cromatografica o un
analisis por inyeccién en flujo (FIA) se llevaron a cabo con el cromatégrafo HPLC modelo 1290 Infinity
de Agilent Technologies que consta de un desgasificador, una doble bomba binaria que permite
alcanzar presiones de hasta 1200 bares y un inyector automatico termostatizado. El cromatdgrafo de
liqguidos se acopld a un analizador de masas de tipo triple cuadrupolo, modelo 6460, también de Agilent
Technologies, con una fuente de ionizacién electrospray con tecnologia jet-stream (Figura 9). Esta
fuente, a diferencia de las fuentes de ionizacion ESl tradicionales, consta de un sistema auxiliar (sheath
gas) de ionizacidon y focalizacién del flujo de iones generados. Este gas circula de manera cilindrica
entorno al extremo de salida del capilar de nebulizacién, generando una zona de confinamiento por
gradiente térmico que permite aumentar la densidad de gotas, incrementando por tanto la eficiencia
de la ionizacién. Ademas, este gas tiene una funcion focalizadora del flujo de iones, que, junto con la
disposicion ortogonal entre el capilar y la entrada al espectrémetro de masas mejora la sensibilidad
porque sdlo se introducen aquellos compuestos que estén ionizados mientras que se reduce el nimero
de moléculas neutras que llegan al analizador. Por tanto, la utilizaciéon de la tecnologia jet-stream
proporciona mayor sensibilidad, robustez y mejora la trasmisidn idnica en comparaciéon con la

configuracién convencional.
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Entrada de flujo
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Gas de nebulizacidon
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Gas de secado
calentado

Capilar de
muestreo

Figura 9: Esquema de la fuente de ionizacion ESI con configuracion “jet-stream”.

En la Figura 10 se muestra un esquema del espectrometro de masas de tipo triple cuadrupolo.
A la entrada del analizador de masas se puede observar un capilar de muestreo que se encarga de
transmitir los iones al espectrometro de masas. Es un capilar dieléctrico que tiene un recubrimiento
de platino en los extremos para establecer una diferencia de potencial entre los mismos permitiendo
una rdpida alternancia de la polaridad idnica con minimas pérdidas de iones. A continuacidn, se
encuentra un octapolo que enfoca los iones hacia el primer cuadrupolo. La celda de colisidon es un
hexapolo presurizado con nitrégeno que se situa después del primer cuadrupolo. Mediante la
aplicacion de una diferencia de potencial entre la entrada y la salida de la celda de colisién (energia de
colision) los iones precursores que entran en la celda colisionan con las moléculas de gas neutras y se
fragmentan por disociacion inducida por colisién (CID). Tras la celda de colisién se sitla el segundo
cuadrupolo que analiza los iones producto. Finalmente, tras el segundo cuadrupolo se sitta el detector
qgue consta de un dinodo de alta energia con electroamplificacion que puede trabajar en modo de
adquisicion positivo o negativo. El equipo también contiene un detector visible-ultravioleta que se

encuentra después de la columna.
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Figura 10: Esquema del espectrometro de masas de tipo triple cuadrupolo Agilent 6460.
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3.4 Procedimientos experimentales

3.4.1 Simulacion gastrointestinal de la digestion in-vitro de la PWG

En la digestion de la PWG se simula tanto la digestidn gastrica como la intestinal a partir de 2 mg
de PWG. Se llevaron a cabo cuatro digestiones diferentes en las que en cada una de ellas el tiempo de
actuacién de las enzimas utilizadas es distinto. Las especificaciones de cada digestidn se detallan en la
Tabla 3. Se pretendia que la concentracidn de las enzimas fuese siempre la misma y que la variacion
se produjese Unicamente en el tiempo de incubacién, pero debido a un error experimental, la

concentracién de tripsina en la digestién 3 es mayor que el resto de los casos.

Tabla 3: Condiciones experimentales de las cuatro digestiones.

Digestion PEPSINA TRIPSINA QUIMIOTRIPSINA
Tiempo | Concentracion | Tiempo | Concentracidon | Tiempo | Concentracion

(horas) (mg/mL) (horas) (mg/mL) (horas) (mg/mL)

1 3 0,6 3 0,375 3 0,375

2 3 0,6 3 0,375 24 0,375

3 3 0,6 24 0,462 3 0,375

4 24 0,6 3 0,375 3 0,375

Para realizar la digestion intestinal (Figura 11), se afiadieron 250 pL de HCl 10 mM y 250 pL de
una disolucidn de pepsina de concentracién 1,2 mg/mL en HCI 10 mM. Se incubd en un thermomixer

el tiempo indicado previamente a 37 °C con 300 rpm de agitacion.

En la digestidn intestinal se utilizaron dos enzimas en dos etapas diferenciadas: tripsina y
quimiotripsina (Figura 12). La muestra se neutralizd con 500 pL de NaH;PO, 100 mM. A continuacion,
se afiadieron 600 pL de una disoluciéon de tripsina de concentracion 1 mg/mLen HCl 1 mM. Se incubd

en un thermomixer un a 37 °C con 300 rpm de agitacion el tiempo correspondiente segun la digestion.

En la dltima etapa de la digestion se utilizdé la quimiotripsina. Se afiadieron 955 pL de una
disolucién de concentracion 1 mg/mL en HCl 1 mM. Se incubd en un thermomixer un determinado
tiempo a 37 °C con 300 rpm de agitacidn. Al finalizar, la reaccidn enzimatica se detuvo utilizando TFA
al 20%. Acto seguido, la muestra se llevé a sequedad en un concentrador y se almacend en el

congelador.

DIGESTION GASTRICA:

250 pt 1
HC1 10 mM pepsina 1.2 mg/mi ncubacién
3h37°C 300 rpm .

vortex

5’% _

Figura 11: Esquema de la digestion gdstrica simulada de la PWG.
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DIGESTION INTESTINAL:

500 pL 1gota 1
NaH:PO. 100 mM NaOH 0.1 M tripsing 1 mg/mi incubacion

3h37°C 300rpm
Quimictripsing
Img/mi

detencion de la 1
reaccion enziméatica Incudacion
— b -—

TFA 20% 3h37°C300 rpm

Figura 12: Esquema de la digestion intestinal simulada de la PWG.

3.4.2 Modificacidn de las particulas magnéticas con el aptamero

Se tomaron 50 pL de la disolucion comercial de particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina y se diluyeron con 250 plL de PBS 1x que contenia 0,005% de Tween 20. A continuacidn,
se lavaron dos veces con 500 uL de PBS 1x. Después, se resuspendieron en 250 uL del aptamero de
captura Gli4T biotinilado 1 uM en PBS 1x. La suspension resultante se incubd 30 min a 30 °C en un
thermomixer con agitacién. Al terminar, se lavaron dos veces: la primera con un buffer de PBS 1x +
0,005% de Tween20, y la segunda con BST. Por ultimo, se reconstituyeron en 250 uL de BS y se

almacenaron a 4 °C en la nevera.

3.4.3 Captura de péptidos con aptameros inmovilizados sobre particulas magnéticas

La muestra se reconstituyd con 500 uL de BS, se afiaden 200 pL de particulas magnéticas
modificadas con el aptamero Gli4T y se incubaron 30 minutos a 30 °C con agitacién a 1300 rpm en un
thermomixer (en la Figura 13 se muestra la interaccion que se produce entre las particulas magnéticas
y el digerido). Se realizd la separacion magnética con la ayuda de un iman, se recuperd el sobrenadante
y se sometid a una nueva interaccidn con 200 pL de particulas magnéticas en las mismas condiciones:
incubacién 30 minutos a 30 °C con agitacion a 1300 rpm. Se realizd la separacién magnética para
recuperar las particulas. El sobrenadante, es decir, la fraccién no capturada, se llevod a sequedad en un
concentrador para ser analizado por espectrometria de masas. A partir de este momento se nombrara

como no enlazado.

Los péptidos del primer stock de particulas magnéticas se eluyeron afiadiendo 50 plL de agua
previamente calentada e incubando a 95 °C durante 15 minutos en un thermoblock (la incubacidn se
realizd dos veces con fracciones frescas de agua caliente). Los péptidos del segundo stock de particulas
magnéticas se eluyeron de la misma forma. Finalmente, se mezclaron todas las proteinas eluidas en
agua, se llevaron a sequedad en un concentrador, y se almacenaron en el congelador hasta ser

analizadas.
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Las particulas magnéticas utilizadas para hacer la captura se guardaron en 150 uL de BS a 4 °C
ya que se quiere comprobar la eficacia de la elucién, es decir, que todos los péptidos han sido eluidos
y que no han quedado retenidos. Para ello, se incubaron en 50 uL de urea 8 M durante 1 hora a 25°C
con agitacion a 1300 rpm, se realizé la separacidn magnética y el sobrenadante se llevd a sequedad
para analizarlo posteriormente. A partir de aqui sera nombrado como remanente. Realizando esta
incubacidn se produce la disociacién completa del complejo aptamero-proteina, quedando la proteina

en disoluciéon y el aptdmero unido a las particulas magnéticas.
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Figura 13: Esquema de la interaccion del digerido con las particulas magnéticas modificadas.

Los péptidos se llevaron a sequedad tras finalizar el procedimiento experimental con el fin de
conservarlos. Para poder analizarlos es necesario que se reconstituyan. Para ello, se afiadieron 50 pL
de una mezcla de H,0:ACN 85:15 con acido férmico al 0,1% (v/v), se homogenizaron con el vortex, se

centrifugaron 5 minutos y el sobrenadante se traspaso a un vial con inserto.

3.4.5 Anadlisis por inyeccion en flujo-espectrometria de masas

El analisis por inyeccion en flujo (FIA) se realizé inyectando 1 pyL de muestra a un flujo de 0,3
mL/min. El porcentaje de las fases moviles empleadas para la inyeccién habia sido previamente
optimizado por el grupo de investigacion de Isétopos Estables Enriquecidos de la Universidad de
Oviedo: un 58% de la fase mévil A, compuesta de agua ultrapuray acido férmico al 0,1% (v/v) y un 42%

de la fase B, formada por ACN y acido férmico 0,1% (v/v).

3.4.6 Analisis por cromatografia de liquidos-espectrometria de masas

El analisis de las muestras se llevé a cabo utilizando una columna Peptide XB-C18 (2,1 x 50 mm,
1,7 um, Aeris, Phenomenex). Las fases moviles empleadas fueron agua ultrapura y acido férmico al
0,1% (v/v), fase movil A, y ACN y acido formico 0,1% (v/v) que es la fase movil B. Se inyectaron 5 pL de
muestra a un flujo de 0,3 mL/min. El gradiente cromatografico utilizado se muestra en la Tabla 4 y

habia sido optimizado previamente por el grupo de investigacion.
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Tabla 4: Gradiente cromatogrdfico empleado en el andlisis de las muestras mediante LC-ESI-MSMS.

Tiempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0 98 2
7 50 50
10 20 80
11 98 2
13 98 2
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4. Resultados y discusion

4.1 Estudio del patron de fragmentacion del péptido 33-mer

Para estudiar como se ioniza el péptido 33-mer en la fuente de ionizacién de electroespray se

inyectd en FIA un patrdn del péptido de una concentracidén de 100 mg/kg en una mezcla de H,O:ACN

85:15 con acido férmico al 0,1% (v/v). Se selecciond como modo de adquisicion el modo scan utilizando

las condiciones ya detalladas en el apartado 3.3.6,

generados desde m/z 100 hasta m/z 3000. En el cro
el tiempo de retencion del 33-mer es de 5,62 m

cromatograma completo.

de modo que se realizd un barrido de los iones
matograma de la Figura 14 se puede observar que

inutos. En la Figura 1A del anexo se muestra el
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Figura 14: Cromatograma del péptido 33-mer obtenido en modo scan y su espectro de masas.

Analizando el espectro de masas de la Figura 14 (el espectro completo se muestra en la Figura

2A del anexo), se puede afirmar que el péptido 33-mer protonado a m/z = 3911,0, no estd presente

debido a la limitacidn del rango de masas del cuadrupolo. Sin embargo, si se observan los iones del

péptido 33-mer doble, triple y cuadruplemente cargados a m/z 1957,2; 1305,3 y 979.2,
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respectivamente. El ion con carga +4 es el que presenta una mayor intensidad, seguido del +3 y del +2,
por lo que se seleccionaron los iones +4 y +3 para todas las siguientes medidas realizadas en modo

SIM.

4.2 Optimizacion de los parametros de la fuente de ionizacion

Tras haber seleccionado los iones precursores del 33-mer que se van a monitorizar, se procedio
a optimizar los parametros instrumentales de la fuente que afectan a la eficiencia de ionizacion del
analito y a la transmision de los iones generados hacia el analizador de masas con el fin de obtener la
maxima sensibilidad. Es importante tener en cuenta que dependiendo de las caracteristicas del analito
objeto de estudio y de la matriz en la que se encuentre, los pardmetros éptimos seran diferentes,

motivo por el cual es muy importante llevar a cabo esta optimizacién.

Los parametros que tradicionalmente hay que estudiar de la fuente de ionizacidn son la presion
del nebulizador, el voltaje del capilar y la temperatura y el flujo del gas de secado. En nuestro caso,
debido a la incorporacién de la tecnologia jet-stream en la fuente de ionizacién, es necesario estudiar

tres pardmetros adicionales: la temperatura y el flujo del “sheath gas” y el "voltaje del nozzle”.

En la Tabla 5 se muestran los diferentes parametros e intervalos estudiados para maximizar la
sefal de los iones de interés. Los rangos de estudio seleccionados son los aconsejados por la casa
comercial del equipo, Agilent Technologies. Para realizar la optimizacion de las condiciones de la
fuente se realizé la inyeccidn en modo FIA del patrén del péptido 33-mer y se monitorizé la sefial de

los iones precursores a m/z 979,2 y 1305,3 en modo SIM.

Tabla 5: Rangos e intervalos estudiados para los pardmetros de la fuente de ionizacion.

Parametro Rango de estudio Intervalo
Temperatura del sheath gas (°C) 200 - 400 50
Flujo del sheath gas (L/min) 8-12 2
Presion del nebulizador (psi) 25-50 5
Voltaje del capilar (V) 2500 - 4500 500
Voltaje del nozzle (V) 0-2000 500
Temperatura del gas de secado (°C) 250 - 350 50
Flujo del gas de secado (L/min) 5-11 2

El primero de los pardmetros optimizados tal y como se muestra en la Tabla 5 fue la temperatura
del sheath gas. Como ya se explicd anteriormente, el sheath gas permite concentrar los iones en una
zona de confinamiento térmico, haciendo que el flujo de iones hacia el analizador de masas sea mas
uniforme y que un mayor numero de ellos consigan penetrar en el analizador. El rango de
temperaturas estudiado fue de 200 — 400 °C a intervalos de 50 °C. En la Figura 15A se muestra el

resultado obtenido para la optimizacién de este pardmetro utilizando los dos iones precursores
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seleccionados. En ambos casos se obtiene una tendencia similar, de manera que segin se aumenta la

temperatura, la sensibilidad empeora, por lo que el valor éptimo es 200 °C.

El flujo del sheath gas fue estudiado entre 8 — 12 L/min a intervalos de 2 L/min. Analizando los
resultados obtenidos (Figura 15B) se observa una continua mejora a medida que se aumenta el flujo

del sheath gas, obteniendo la sensibilidad maxima a 12 L/min para los dos iones precursores.

El efecto venturi es uno de los mecanismos responsables de la nebulizacién del eluyente liquido
que procede del equipo de cromatografia. La presidn del gas de nebulizacién desempefia un papel muy
importante en el proceso, y como consecuencia, en la eficiencia de ionizacién y en la sensibilidad. Por
este motivo, la presion del nebulizador se optimizd para los dos iones precursores en un rango de 25
— 50 psi a intervalos de 5 psi. En la Figura 15C se muestra la respuesta instrumental. La tendencia
observada vuelve a ser similar para los dos iones precursores: la variacion en la sensibilidad no es muy
significativa en este caso, pero es posible afirmar que se obtiene una mayor intensidad de seial a 25
psi.

El voltaje del capilar fue el siguiente parametro de la fuente optimizado. Este voltaje
corresponde a la diferencia de potencial aplicada entre los dos extremos del capilar para conseguir una
mayor atraccion electrostatica de los iones precursores e incrementar su transferencia desde la fuente
al espectrometro de masas. Este parametro se optimizé entre valores de 2500 — 4500 V a intervalos
de 500 V. En la Figura 15D se observan los resultados obtenidos para los distintos valores estudiados.
La tendencia es ascendente, de tal forma que a medida que se aumenta el voltaje del capilar aumenta

la sensibilidad, por lo que el valor seleccionado fue de 4500 V.

Tal y como se explicé en el apartado 3.3, el proceso de ionizacion de la fuente ESI jet-stream
hace uso de un gas auxiliar que mejora el rendimiento de ionizacién e incrementa el nimero de iones
que alcanzan el analizador. Sin embargo, esta corriente puede actuar como aislante del campo
eléctrico generado por la diferencia de potencial, el voltaje capilar, aplicado entre los extremos del
capilar para generar las gotas de las moléculas cargadas. Por este motivo existe el parametro del
voltaje del nozzle, ya que permite la aplicacién de un potencial extra en el extremo del capilar y superar
el efecto aislante del sheath gas, mejorando asi la eficiencia de ionizacidn. Los valores estudiados son
entre 0 — 2000 V a intervalos de 500V. Las intensidades de sefial obtenidas aumentan de 0 a 500V, lo
que implica que es un parametro necesario. A 500 V se observa el maximo de sensibilidad y a partir de
ahi las sefiales comienzan a decrecer para el ion 1305,3 y el 979,2 llega a una zona de meseta. Por

tanto, el valor de voltaje del nozzle seleccionado es 500 V.

Tradicionalmente, la evaporacién de las gotas de disolvente se realiza con la corriente de gas de
secado, que es N,. Gracias a la modernizacidn de las fuentes de ionizacion y a la aparicién de nuevos
parametros como el sheath gas, el gas de secado ya no juega un papel tan determinante en el proceso

de ionizacidn, pero aun asi se sigue utilizando ya que reduce el nimero de moléculas neutras que
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alcanzan la zona de alto vacio. Esto se muestra en los resultados observados para los dos iones
precursores, que son completamente opuestos (Figura 15F). Para el ion 979,2 el valor ptimo es 250°C,
mientras que para el 1304,5 es 350°C. Ante esta situacidn de compromiso, se utilizara 350°C como

temperatura éptima del gas de secado.

Por dltimo, se estudié el flujo del gas de sacado. El rango objeto de estudio fue 5—11 L/min, con
intervalos de 2 L/min. En la gréafica (Figura 15G) se observa como de 5 a 7 L/min se produce un aumento
de la sensibilidad dando lugar a un maximo, esta disminuye ligeramente a 9 L/min y vuelve a ascender
en 11 L/min. Para el caso del ion 979,2, la sefial maxima se produce a 11 L/min, mientras que para
1305,3, a 7 L/min. Ambos valores de flujo proporcionan una muy buena sensibilidad en los dos casos,
por lo que ante esta situacion de compromiso se selecciona 11 L/min, el valor 6ptimo del ion 979,2 ya
que la mejora en la sensibilidad respecto a 7 L/min es considerable si se compara con la pérdida de

sensibilidad en el 1305,3 al pasarde 7 a 11 L/min.

A continuacién, en la Tabla 6, se muestran los valores éptimos de trabajo de los pardmetros de
la fuente de ionizacidn, que son los que se empleardn a partir de este momento para el analisis por

espectrometria de masas.

Tabla 6: Valores dptimos de los pardmetros optimizados de la fuente de ionizacion.

Parametro Valor 6ptimo
Temperatura del sheath gas (°C) 200
Flujo del sheath gas (L/min) 12
Presiéon del nebulizador (psi) 25
Voltaje del capilar (V) 4500
Voltaje del nozzle (V) 500
Temperatura del gas de secado (°C) 300
Flujo del gas de secado (L/min) 11
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Figura 15: Representacion de la respuesta instrumental en funcion de la magnitud de los parémetros de la

fuente de ionizacion estudiados: temperatura del sheath gas (A), flujo del sheath gas (B), presion del

nebulizador (C), voltaje del capilar (D), voltaje del nozzle (E), temperatura del gas de secado (F) y flujo del
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4.3 Estudio de la disociacion inducida por colision del péptido 33-mer

Una vez seleccionados los iones precursores del 33-mer, se llevd a cabo un barrido de iones

producto en FIA en las condiciones experimentales detalladas anteriormente. Dicho barrido de iones

producto se realizd desde una m/z de 100 hasta 1000 y utilizando como iones precursores los iones

979,2 y 1305,3. En la Figura 16 se muestra una ampliacién de los espectros de masas obtenidos, los

espectros completos se encuentran en las Figura 3A y 4A del anexo.
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Figura 16: Espectro de masas del barrido de iones producto del ion precursor 979.2 (A) y del ion precursor
1305.3 (B).

Considerando el barrido de iones producto correspondiente al ion precursor 979.2, los

fragmentos de mayor intensidad que se obtienen son los de m/z 226,3 y 263,3. Asimismo, teniendo en

cuenta el barrido de iones producto del precursor 1305,3, los iones producto seleccionados son 263,4

y 488,1. Es verdad que en este segundo caso existe un ion producto con una intensidad mayor que el

488,1, el 263,3, pero se optd por utilizar este fragmento para poder monitorizar iones producto

diferentes para los distintos iones precursores.
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Cuando se produce la fragmentacion de una proteina pueden ocurrir dos casos: que la carga de
la molécula se encuentre en el fragmento N terminal de la secuencia, dando lugar a iones de clase a, b
o ctaly como se muestra en la Figura 17, o, por el contrario, que la carga esté en el extremo C terminal,
generandose iones del tipo X, y 0 z. En nuestro caso, en la celda de colisidon tiene lugar la fragmentacion
de los iones precursores por disociacién inducida por colisidn, y este tipo de fragmentacion produce la

rotura del péptido en los enlaces CO-NH, lo que genera iones del tipo b ey.

Carga en el extremo C terminal

B0 (R 1D al

R 0 Rs o}

a, b, c a, b, c,

-

Carga en el extremo N terminal

Figura 17: Tipos de iones generados en funcion de si la carga permanece en el extremo N o C terminal.
Segun la bibliografia, los iones producto seleccionados para el ion precursor 979,2, es decir,
226,3 y 263,3, se corresponden con los fragmentos b2*-NHs y con el y2* del 33-mer, mientras que los
iones producto seleccionados para el ion precursor 1305,3, 263,4 y 488,1, se corresponden con los

fragmentos y2* e y4* del péptido 33-mer (Figura 18) (Schalk et al., 2017).
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Figura 18: Fragmentos del 33-mer seleccionados como iones producto (adaptada de Schalk et al., 2017).

4.4 Optimizacion de los parametros de la celda de colisidon

Al igual que se ha realizado la optimizacién de los parametros de la fuente de ionizacién, es muy
importante optimizar también los parametros relacionados con la celda de colisidn, que son el

fragmentor y la energia de colision.

El fragmentor es el voltaje que se aplica después del capilar de entrada al analizador de masas
con la finalidad de extraer los iones generados. Este voltaje, dependiendo de los valores que se
apliquen, influyen no solo en la transmisidon idnica, sino también puede llegar a inducir la
fragmentaciéon de los iones precursores y, como consecuencia, una disminucién de la sefial
instrumental. Tedricamente se considera un parametro de la fuente de ionizacién; sin embargo, el
hecho de que se encuentre entre ésta y el analizador de masas y que ademas influya en la
fragmentacion hace que sea necesario optimizarlo teniendo en cuenta las transiciones ion precursor

-» ion producto estudiadas, por lo que se incluye en este apartado.
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Para llevar a cabo la optimizacidn, se realizé una inyeccidn en FIA del patrdn del péptido 33-mer
de 100 mg/kg en una mezcla de H,O:ACN 85:15 con acido férmico al 0,1% (v/v) y se monitorizaron
mediante un procedimiento SRM las transiciones ion precursor = ion producto seleccionadas en el
apartado 4.3:979,2 - 226,3; 979,2 - 263,3; 1305,3 = 263,4y 1305,3 - 488,1. Los rangos de estudio

de los dos pardmetros y los intervalos estan detallados en la Tabla 7.

Tabla 7: Rangos e intervalos estudiados de los pardmetros de la celda de colision.

Parametro Rango de estudio Intervalo
Fragmentor (V) 50-200 10
Energia de colision (eV) 5-60 5

Tal y como se observa en la Figura 17, la respuesta instrumental del equipo es diferente
dependiendo de la transicién que se esté monitorizando. Por tanto, se selecciona como valor 6ptimo

para cada una de ellas aquel en el que la sensibilidad de la sefial sea maxima.

En los resultados obtenidos en la optimizacién del fragmentor (Figura 18A) se observa que, para
las transiciones del ion precursor 979,2, la sensibilidad aumenta hasta llegar a un maximo bien
diferenciado, a partir del cual la sefial comienza a disminuir. En cambio, para el ion precursor 1305,3,
aungque también se alcanza un maximo, las variaciones en la sensibilidad son menores, es decir, el valor
de la energia de colisidon influye en menor medida. En el caso de la transicion 1305,3 = 263,4,
inicialmente se observan una variacidon en las sefiales obtenidas que se deben a un problema

instrumental que se produjo durante la medida.

El otro parametro, la energia de colisidn, es el que mas influye en el grado de fragmentacién de
los iones producto que llegan a la celda. Si nos centramos en la grafica (Figura 18B), existen dos
tendencias bien diferenciadas: las transiciones 979,2 - 263,3 y la 1305,3 - 488,1 llegan a una seiial
maxima a una determinada energia de colision y partir de ahi la sensibilidad comienza a decrecer. Por
otro lado, la respuesta en las transiciones 979,2 = 226,3 y 1305,3 = 263,4 aumenta a medida que el
valor de la energia de colisién se incrementa hasta llegar a una meseta donde la sefial permanece

practicamente constante.

Los valores 6ptimos de trabajo de ambos pardmetros para cada transicion se muestran en la
Tabla 8 y se utilizaran a partir de este momento, junto con los parametros optimizados de la fuente de

ionizacion, para el andlisis por espectrometria de masas.
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Figura 18: Representacion de la respuesta instrumental en funcion de la magnitud de los paradmetros de la celda
de colision estudiados: fragmentor (A) y energia de colision (B).

Tabla 8: Valores dptimos para cada transicion de los parametros optimizados de la celda de colision.

Transicion Fragmentor (V) Energia de colision (eV)
979.2 - 226.3 110 55
979.2 - 263.3 150 25
1305.3 - 263.4 180 55
1305.3 - 488.1 190 35

4.5 Analisis cualitativo del péptido 33-mer por HPLC-MS/MS

El objetivo principal del presente Trabajo Fin de Master fue el estudio de la captura de péptidos
con aptdmeros generados tras la digestion gastrointestinal simulada de la gliadina. Los estudios se
centraron en primer lugar en la identificacidén y confirmacidn de la presencia del péptido 33-mer en las
distintas fracciones del digerido que se prepararon tras la digestidn como se explicd en la seccién 3.4.3:

fraccion de péptidos enlazados, fraccién de péptidos no enlazados y fraccién de péptidos remanentes

Los péptidos capturados por el aptamero, los no enlazados y los remanentes reconstituidos de
las cuatro digestiones y el patrén del 33-mer de 100 mg/kg fueron analizados por cromatografia de
liguidos acoplada a espectrometria de masas en tandem en las condiciones experimentales que se
detallaron en el apartado 3.4.6 y segln los valores éptimos de los parametros de la fuente de ionizacién
y de la celda de colisién. Se monitorizaron en modo SRM las transiciones del péptido 33-mer
seleccionadas previamente con el fin de realizar un analisis cualitativo y determinar la presencia o

ausencia del péptido. Este analisis se repitié en tres dias diferentes.

Para confirmar que la sefial obtenida en las muestras se corresponde con la del péptido se
calcularon las relaciones entre transiciones SRM del patrdn utilizando como denominador la sefial de
la transicion mas abundante, 979,2 - 226,3. Los valores en las muestras deben coincidir con los del

patrén teniendo en cuenta los margenes de tolerancia determinados por la Directiva 2002/657/CE
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(Directiva 2002/657/CE, 2002) para poder identificar con seguridad que se trata de nuestro analito
(Tabla 9).

Tabla 9: Desviacion relativa mdxima permitida entre las relaciones SRM de patron y muestras en funcion de la
intensidad relativa de la transicion estudiada respecto a la transicion de mayor sefial segun la Directiva

2002/657/CE.
Intensidad relativa . . . . .
s, . s " Desviacidn relativa maxima permitida
transicion/transicion de mayor sefial
>50 % +20%
>20-50% +25%
>10-20% +30%
<10% +52%

Teniendo en cuenta la intensidad relativa de las transiciones SRM estudiadas del patrdn, se
determinaron las tolerancias maximas permitidas para cada relacion de transiciones SRM segun la
directiva 2002/657/CE. En la Tabla 10 se muestran las relaciones de transiciones obtenidas para el

patrén y la desviacidn maxima permitida. Los resultados de las muestras se encuentran en la Tabla 11.

Tabla 10: Relaciones entre transiciones SRM del patron y desviacion mdxima permitida segun la Directiva

2002/657/CE.
., .. Relacion de transiciones Desviacion maxima
Relacion de transiciones , .
en el patrén permitida
1305,3 > 263,4/979,2 > 226,3 0,21 0,05
1305,3 > 488,1/979,2 > 226,3 0,05 0,02
979,2 > 263,3/979,2 > 226,3 0,75 0,15

Tabla 11: Relacion de transiciones SRM promedio y desviacion experimental en cada muestra.

CAPTURADO
Digestion Relacidén de 1305,3 - 263,4/ | 1305,3 > 488,1/ | 979,2 - 263,3/
transiciones 979,2 - 226,3 979,2 - 226,3 979,2 - 226,3
Relacion de
transiciones 0,2 0,05 0,68
1 promedio
Desviacion 0,02 0,01 0,01
experimental
Relacion de
transiciones 0,22 0,06 0,68
2 promedio
Desviacion 0,01 0,01 0,02
experimental
Relacion de
transiciones 0,23 0,06 0,67
3 promedio
Desviacion 0,002 0,01 0,03
experimental
Relacion de
4 transiciones 0,21 0,06 066
promedio

36



Desviacion

. 0,02 0,01 0,01
experimental
NO ENLAZADO
Digestion Relacidén de 1305,3 > 263,4/ | 1305,3->488,1/ | 979,2 > 263,3/
g transiciones 979,2 - 226,3 979,2 - 226,3 979,2 - 226,3
Relacion de
transiciones 0,41 0,1 0,84
1 promedio
Desviacion 0,11 0,01 0,27
experimental
Relacion de
transiciones 0,44 0,14 0,66
2 promedio
Desviacion 0,04 0,01 0,04
experimental
Relacion de
transiciones 0,65 0,17 0,73
3 promedio
Desviacion 0,04 0,04 0,01
experimental
Relacion de
transiciones 0,41 0,11 0,63
4 promedio
Desviacion 0,05 0,02 0,01
experimental
REMANENTE
Dizestion Relacion de 1305,3 > 263,4/ | 1305,3->488,1/ | 979,2 > 263,3/
& transiciones 979,2 - 226,3 979,2 - 226,3 979,2 - 226,3
Relacion de
transiciones 0,35 0,09 0,7
1 promedio
Desv./aaon 0,1 0,02 0,1
experimental
Relacion de
transiciones 0,52 0,12 0,65
2 promedio
Desviacion 0,21 0,02 0,04
experimental
Relacion de
transiciones 0,29 0,07 0,7
3 promedio
Desviacion 0,02 0,04 0,01
experimental
Relacion de
transiciones 0,41 0,08 0,67
4 promedio
Desviacion 0,08 0,02 0,02
experimental

Tras analizar los resultados, se establece que todos los valores de relaciones de transiciones

obtenidos experimentalmente para los péptidos capturados por el aptdmero se encuentran dentro de
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los niveles de tolerancia de la directiva aplicada, por lo que se puede afirmar que el péptido 33-mer se
ha identificado correctamente. En el caso de las fracciones no enlazadas y remanentes, la mayor parte
de las relaciones de transiciones SRM monitorizadas se encuentran dentro del margen de error
tolerado, pero es cierto que en algun caso concreto esto no ocurre. Para poder explicarlo, es
importante tener en cuenta la cantidad de péptido que hay en cada muestra. En el cromatograma de
la Figura 20 se muestra una comparacion de la sefal del 33-mer obtenida teniendo en cuenta la suma
de las sefiales de todas las transiciones para el capturado por el aptdmero, la fraccion no enlazaday la
remanente en la digestion 1 medido el mismo dia. La comparacidn de las sefiales en las digestiones 2,

3y 4 es semejante a la observada en este caso.

Las intensidades obtenidas para las fracciones no enlazadas y remanentes son
aproximadamente de un orden de magnitud inferior respecto a la del capturado por el aptamero, por
lo que la sensibilidad en la medida del péptido en estas fracciones es mucho menor, lo que se traduce
en una desviacidon experimental superior a la que marca la Directiva 202/657/CE cuando se analiza lo

no enlazado y lo remanente.
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Figura 19: Cromatogramas obtenidos para la fraccion capturada por el aptdmero (azul), la no enlazada (rosa) y
la remanente (verde) en la digestion 1.

En el cromatograma de la Figura 19, también se puede observar que la cantidad de péptido 33-

mer que queda sin capturar o que no eluye de las particulas magnéticas con el primer disolvente es

minima.

Lo ideal seria poder cuantificar la concentracién de 33-mer en cada una de las fracciones y
transformarla en concentracién de gliadina PWG para conocer el rendimiento del procedimiento de
digestion y captura. Sin embargo, no se dispone de un patron de péptido de pureza certificada v,
ademas, no existe un consenso sobre la a la masa molecular de la gliadina PWG ya que varia entre los
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diferentes cultivos. En su defecto, se han utilizado estos datos para proporcionar informacién relativa.
A partir de la senal total de las transiciones monitorizadas en cada muestra, se realizé la suma de dicha
sefal para la fraccidon capturada por el aptdmero, la no enlazada y la remanente en cada una de las
cuatro digestiones. Utilizando este valor, se calcularon los porcentajes relativos de péptido en cada

una de las fracciones para cada digestion (Tabla 12).

Tabla 12: Porcentajes relativos del péptido 33-mer en cada fraccion para cada una de las digestiones.

Digestion 1 Digestion 2 Digestion 3 Digestion 4
Capturado 97,77 93,08 93,36 93,02
No enlazado 0,73 5,71 6,28 5,12
Remanente 1,50 1,21 0,36 1,86

Teniendo en cuenta los datos de la Tabla 12, donde se expresan los porcentajes relativos del
péptido 33-mer en cada fraccién, se observa claramente como la mayor parte del él, entre el 93,02 y
el 97,77 %, fue capturado por el aptdmero y eluido con el primer disolvente. También se muestra que
la captura del aptdmero tuvo lugar con una eficiencia diferente en cada digestion, puesto que en las
digestiones 2, 3y 4 entre el 5,12 — 6,28 % del péptido no fue capturado mientras que en la digestién
1, inicamente el 0,73 % de él permanecio en disolucidn. Si nos centramos en la fraccién no eluida con
el primer disolvente sino con urea (fraccion remanente) se puede concluir que es minima en los cuatro
casos. Gracias a esto, se podria afirmar que la captura del aptamero fue mas eficiente en la primera

digestion, ya que se capturd una mayor proporciéon de 33-mer.

Otro de los objetivos del presente trabajo era evaluar la eficiencia en cada una de las cuatro
digestiones realizadas, entendiendo como eficiencia la cantidad de péptido 33-mer generado. Para
ello, se sumoé la sefial del TIC del 33-mer (suma total de las transiciones monitorizadas de cada
capturado) obtenida en cada una de las digestiones para la fraccion capturada y se calcularon los
porcentajes para cada digestion. Esto se repitid en tres sesiones de medida distintas para obtener una

desviacion estandar de los resultados.

Observando los resultados de la Figura 20, se puede afirmar que en la digestidn 4 se generd una
mayor cantidad de péptido 33-mer, seguido de la digestion 1, la 3 y finalmente la digestion 2. La Unica
diferencia entre las digestiones 1y 4, las que generaron una mayor cantidad de 33-mer, es la duracién
de la reaccién enzimatica con pepsina, 3 horas en la digestion 1 frente a 24 h en la digestidn 4. De esta
forma, se puede concluir que el tiempo de actuacion de la pepsina influye en la digestion de la a-
gliadina y, por tanto, en la cantidad de péptido 33-mer generado. Aun asi, para poder hacer esta

afirmacion con una mayor fiabilidad seria necesario haber realizado de un nimero mayor de ensayos,
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pero no fue posible debido a que el tiempo de trabajo experimental del presente Trabajo Fin de Master

fue limitado.
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Figura 20: Porcentaje de sefial para el péptido 33-mer en los capturados de cada una de las digestiones
respecto a la suma total de las digestiones.

4.6 Identificacion de otros péptidos capturados mediante HPLC-MS/MS

Los péptidos capturados por el aptamero, la fraccién no enlazada y la remanente reconstituidos
de las cuatro digestiones fueron analizados por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria
de masas en modo scan en las condiciones experimentales que se detallaron en el apartado 3.4.6 y
segln los valores éptimos de los parametros de la fuente de ionizacidon. Se realizé un barrido de los
iones generados entre m/z 50 - 3000 con el fin de identificar otros péptidos derivados del gluten que

pudieran haber sido capturados por el aptamero.

Con la ayuda de la herramienta “on-line” MS-Digest de la pagina web Protein Prospector
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) desarrollada en la UCSF (University of
California San Francisco) que permite hacer digestiones simuladas de una proteina determinada
teniendo con distintas enzimas, se elabord una lista con todos los péptidos posibles que se pueden

generar con la pepsina, tripsina y quimiotripsina.

Como el numero de péptidos generados por la herramienta informatica era muy elevado,
Unicamente nos centramos en aquellos péptidos generados entre el aminoacido 10 y el 132 de la
proteina para cubrir la regidn de la proteina donde se encuentra el péptido 33-mer (aminoacidos 57-
89). Seria muy interesante también hacer esta misma busqueda en zonas mas alejadas del péptido 33-
mery asi determinar si el aptamero es capaz de capturar algin péptido que pertenezca a otras regiones

de la a-gliadina, pero no se llevd a cabo por falta de tiempo.

40



La Tabla 13 muestra el listado de todos los péptidos que se intentaron identificar en el analisis
en modo scan del capturado, la fraccidn no enlazada y la remanente. Se muestran las m/z de cada
péptido con carga +1, +2, +3 y +4.

Tabla 13: Listado de péptidos que se intentaron identificar de la a-gliadina en el andlisis en modo scan de la
fraccion capturada, la no enlazada y la remanente.

Secue::llz i?galgé?::udos m/z carga+1l | m/zcarga+2 | m/zcarga+3 | m/z carga +4

58 - 89 3798,95 1899,97 1266,98 950,49

60 - 89 3558,80 1779,90 1186,93 890,45
51-57 833,60 417,30 278,53 209,15
63-69,75-81 842,44 421,72 281,48 211,36
32-38 801,39 401,19 267,80 201,10

96 - 102 847,39 424,20 283,13 212,60

60 - 67 954,50 477,75 318,83 239,38

82 -89 973,48 487,24 325,16 244,12

45 - 56 1413,80 707,40 471,93 354,20
39-50 1423,70 712,35 475,23 356,68

84 -95 1482,75 741,87 494,92 371,44
32-44 1511,73 756,36 504,58 378,68

26 - 38 1559,76 780,38 520,59 390,69
65-78 1665,86 833,43 555,95 417,21

90 - 102 1616,77 808,89 539,59 404,94

96 - 109 1625,78 813,39 542,59 407,20
10-25 1845,90 923,45 615,97 462,23
10-31 2604,27 1302,64 868,76 651,82
110-132 2908,39 1454,70 970,13 727,85

Para llevar a cabo la identificacidn se extrajeron las masas de las cuatro m/z caracteristicas de
cada péptido una a una en cada muestra. En el cromatograma se busco que la sefial cromatografica
correspondiente a cada una de las masas extraidas coincidiese en tiempo de retencion, y después se
analizo el espectro de masas de ese pico cromatografico. Para ello se analizaron los perfiles isotdpicos
de las masas caracteristicas del péptido para elucidar la carga del ion teniendo en cuenta la separacion
entre los isotopdlogos del perfil que deberia corresponder a un valor de 1/n, siendo n la carga del ion.
Es importante tener en cuenta que, al estar trabajando con un analizador de masas de cuadrupolo, es
dificil distinguir entre los distintos grados de protonacion. Lo ideal seria haber realizado este andlisis
en un equipo con un analizador de masas de alta resolucidn como el tiempo de vuelo, en el que se
pueden realizar identificaciones no sélo a partir de los perfiles isotdpicos sino también a través de

valores de masa exacta.

Tras haber realizado la busqueda de todos los péptidos en la fraccién capturada, en la no
enlazada y en la remanente de las cuatro digestiones, Unicamente se identifico la posible presencia del

péptido QQQFPGQQQPFP, con la secuencia de aminoacidos 26 — 38, de la a-gliadina en el capturado
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de la digestién 1 y en la fraccion no enlazada 1. Segun estos resultados este péptido se capturd

parcialmente por el aptamero, pero solamente con las condiciones experimentales de la digestion 1.

Enla Figura 21 se muestra una parte del cromatograma obtenido en modo scan para la digestidn
1 en el que se puede comprobar que las sefiales de las masas del péptido extraidas coinciden en tiempo
de retencién, 2,487 minutos. El siguiente paso para confirmar la identidad del péptido fue estudiar el
espectro de masas a ese tiempo, que se muestra en la Figura 5A del anexo. Se encontraron las masas

de los iones con carga +1, +2 y +3 y se comprobd la separacion entre los isotopdlogos de los perfiles

de cada grado de protonacion.
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Figura 21: Cromatograma del péptido identificado con la secuencia de aminodcidos 26 — 38.

Tal y como se muestra en la Figura 6A del anexo, la distancia entre los isotopdlogos del perfil
isotépico del ion de m/z 1559,8 es de 1 m/z, lo que indica que la carga de ese ion es uno. Lo mismo
sucede con el de 780,4, la distancia entre isotopdlogos es de 0,5, por lo que se trata de un ion con
carga +2. En este caso el cuadrupolo no es capaz de resolver el perfil isotépico, pero se pueden
distinguir los maximos de cada isotopdlogo. Cuando nos centramos en el ion de m/z 520,6 que

corresponderia tedricamente a un ion de carga +3, solamente podemos concluir que el perfil isotépico
no se corresponde aion de carga +1 o0 +2.

Realizando una busqueda bibliografica para interpretar el resultado obtenido, se encontré que

las secuencias QQ(Q/P)FP es decir, QQQFP y QQPFP, son reconocidas por el anticuerpo monoclonal R5

que se utiliza para la determinacién de péptidos inmunotdxicos derivados del gluten en ensayos tipo
ELISA (Kahlenberg et al., 2006). Ambas secuencias se encuentran dentro del péptido identificado en el
capturado por el aptdmero de la digestion 1: QQQFPGQQQPFP. Existe otro anticuerpo monoclonal, el

PN3, cuyo epitopo en la a-gliadina es la secuencia de aminoacidos QQQPFP, que también se encuentra

dentro del péptido identificado: QQQFPGQQQPFP (Ellis et al., 1998).
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Los anticuerpos humanos de clase IgE especificos de las secuencias QQPFP y PQQPF también
son comunes en pacientes alérgicos al trigo. Ademas, las secuencias QXQPFP (siendo X Q, Po L)y
QPQQPF también son epitopos importantes para los anticuerpos antigliadina humanos de pacientes
con enfermedad celiaca. Esto se traduce en que estas secuencias son generadas in-vivo, y son
inmunogénicas, por lo que el aptdmero, ademads del 33-mer, también puede capturar otros péptidos

inmunotéxicos como se acaba de demostrar.
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5. Conclusiones

En el presente Trabajo Fin de Master se ha realizado una simulacién gastrointestinal de la

digestidon in-vitro de la PWG y se ha estudiado el proceso de captura del péptido 33-mer por el

aptamero Gli4T una mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en

tdndem con fuente de ionizacidn electroespray.

A la vista de los resultados expuestos en el apartado 4 de la memoria, se puede concluir que:

Se han realizado cuatro digestiones in-vitro de la PWG variando la duracién de cada una de
las tres reacciones enzimaticas y los péptidos generados se capturaron con el aptamero

Gli4T inmovilizado sobre particulas magnéticas.

Se han optimizado los pardmetros experimentales del espectrémetro de masas de triple
cuadrupolo con fuente de ionizacidén electroespray para maximizar la sensibilidad en la

determinacidn del péptido 33-mer.

Se ha identificado y confirmado la presencia del péptido 33-mer en la fraccién capturada
por el aptdmero en las cuatro digestiones, y tras comparar la seial obtenida con Ia
correspondiente a las fracciones no enlazada y remanente, se ha establecido que la mayor
parte del péptido fue capturado y eluido de las particulas magnéticas con el primer

disolvente.

En la digestién mds corta (1) se capturd el péptido 33-mer mas eficazmente mientras que
cuando la primera etapa se alargd de 3 a 24 h (digestion 4) se liberé mayor cantidad de 33-

mer, por lo que la actividad de la enzima pepsina es importante en la eficacia de la digestion.

Se ha podido identificar en la fraccidon capturada de la digestion 1 un péptido con la
secuencia de aminoacidos 26 — 38 de la a-gliadina, por lo que se puede concluir que el
aptamero Gli4T es capaz de capturar otros péptidos ademads del 33-mer. El nuevo péptido
identificado contiene varias secuencias de aminoacidos que son reconocidas por los
anticuerpos monoclonales R5 y PN3 que se utilizan para la determinacién de péptidos

inmunotodxicos derivados del gluten en ensayos tipo ELISA.

Tras haber podido realizar todos los ensayos que aqui se describen, quiero dejar constancia de

que se han cumplido con creces los objetivos académicos detallados previamente, ya que considero

que el aprendizaje que he tenido me ha permitido superar los problemas que han ido surgiendo a lo

largo de todo el desarrollo experimental.
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Figura 1A: Cromatograma completo del péptido 33-mer obtenido en modo scan.
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Figura 2A: Espectro de masas completo del péptido 33-mer obtenido en modo scan.
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Figura 3A: Espectro de masas completo del barrido de iones producto del ion precursor 979.2.
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Figura 4A: Espectro de masas completo del barrido de iones producto del ion precursor 1305.3.
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Figura 5A: Espectro de masas obtenido en modo scan donde se muestran los iones con carga +1, +2 y +3 del péptido con secuencia de aminodcidos 26 — 38.
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Figura 6A: Ampliacidn del espectro de masas obtenido en modo scan donde se muestran los iones con carga +1, +2 y +3 del péptido con secuencia de aminodcidos 26 — 38.
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