USO DE FENILENVINILENOS COMO MATRICES MALDI PARA PROCESOS
DE DECAIMIENTO EN LA FUENTE DE PEPTIDOS MODELO.

JUDITH RAQUEL RAMIREZ GRANADOS

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARAMANGA

2015



USO DE FENILENVINILENOS COMO MATRICES MALDI PARA PROCESOS
DE DECAIMIENTO EN LA FUENTE DE PEPTIDOS MODELO.

JUDITH R. RAMIREZ GRANADOS

TRABAJO DE GRADO PARA OPTAR AL TITULO DE
QuiMICO

DIRECTORA:
MARIANNY YAJAIRA COMBARIZA, Ph. D.EN QUIMICA.
CODIRECTORA:
LAURA JULIANA CASTELLANOS GARCIA, QCA.

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARAMANGA
2015
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RESUMEN

TITULO: USO DE FENILENVINILENOS COMO MATRICES MALDI PARA PROCESOS DE
DECAIMIENTO EN LA FUENTE DE PEPTIDOS MODELO*

AUTOR: JUDITH RAQUEL RAMIREZ GRANADOS**

PALABRAS CLAVES: Espectrometria de Masas MALDI. Matrices MALDI, Decaimiento en la fuente
(ISD).

Con el objetivo de determinar el desempefio de una serie de moléculas tipo fenilenvinileno (FV)
como matrices MALDI de decaimiento en la fuente (ISD) para la ionizacién de péptidos modelo, se
realizaron pruebas espectroscépicas y de espectrometria de masas a tres moléculas de
fenilenvinileno. Las propiedades espectroscOpicas de los FV se compararon con los valores
registrados para matrices MALDI conwvencionales. Las absortividades molares a 355 nm para estos
sistemas presentaron resultados superiores a la matriz de referencia CHCA, lo que implica una
mayor capacidad de interaccion de las moléculas FV con el laser MALDI.

Los estudios de espectrometria de masas (EM) MALDI-ISD realizados a la insulina y al citocromo ¢
con matrices conwvencionales mostraron mejores resultados para la matriz 1,5-DAN. Con esta
molécula se pudo determinar una mayor cobertura en la secuenciacion de los aminoacidos del
péptido/proteina en comparaciéon al sDHB y al CHCA.

La fragmentacién de péptidos y proteinas por ISD trascurre a través de un proceso radicalario, en
donde la matriz brinda hidrogeno radical para iniciar la fragmentacién en la fuente. Los FV
estudiados registran la pérdida de un radical OH en el espectro de masas. Se buscO aprovechar
esta capacidad para inducir la fragmentacion de péptidos y proteinas modelo. Sin embargo, la
reactividad de los radicales OH es muy baja en comparacién con la de los radicales H y los
resultados arrojaron que no se indujo fragmentacion en péptidos y proteinas usando matrices FV
por ISD.

*Proyecto de grado
**Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD.
Co-director; Laura Juliana Castellanos Garcia, Quimica.
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ABSTRACT

TITLE: USE OF PHENYLVINYLENE AS MALDI MATRICES FOR IN SOURCE DECAY
PROCESSES OF MODELS PEPTIDES

AUTHOR: JUDITH RAQUEL RAMIREZ GRANADOS

KEYWORDS: MALDI Mass Spectrometry, MALDI matrices, MALDI, In source decay (ISD).

Spectroscopic and mass spectrometry tests were performed in three phenylenevinylene (PV)
molecules in order to determine their performance as In Source Decay (ISD) MALDI matrices for
the ionization of model peptides. The spectroscopic properties of PVs were compared with those
reported for conventional MALDI matrices. Molar absorptivities at 355 nm are higher for PVs than
CHCA reference matrix, this fact implies a higher interaction between PVs with MALDI Nd:YAG
laser wavelength.

Mass spectrometry experiments MALDI-ISD with different conventional ISD matrices, showed better
results using 1,5-DAN. Experiments were performed using insulin and cytochrome C. 1,5-DAN
allowed to increase the amino acid sequence coverage of insulin and cytochrome C compared to
sDHB and CHCA.

MALDI-ISD is performed through a radical mediated mechanism, in which the ISD matrix gives
radical hydrogen to begin the In-Source fragmentation. The PVs studied showed radical OH loss in
the mass spectrometry spectrum. We used this property to induced ISD peptides and proteins
fragmentation, howewer radical OH reactivity is very low compared with the reactivity of H radicals.
Results showed that no ISD fragmentation can be induced in peptides and proteins using FV
matrices.

*Degree Project

**Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Advisor: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, PhD.
Co-Advisor: Laura Juliana Castellanos Garcia, Chemist.



INTRODUCCION

Bottom up y top-down son métodos usados en la secuenciacion de péptidos y
proteinas por espectrometria de masas (EM). En el procedimiento bottom up se
realiza una digestion de la muestra con proteasas especificas, seguido de un
analisis por EM. En la metodologia top-down, se induce la fragmentacién de la
proteina por EM con aproximaciones como decaimiento en la fuente (-in source
decay-ISD) y se reconstruye su secuencia desde los extremos terminales N- y C-
[1,2]. Aunque la aproximacion bottom up se emplea con mayor regularidad, la
metodologia top-down ha ganado gran acogida, ya que permite una mejor
caracterizaciéon de las isomorfas y modificaciones post-trasduccionales de la
proteina, con la ventaja adicional de disminuir la posible contaminacion cruzada al

reducirse la manipulacion de la muestra [3,4].

ISD es wuna técnica usada en EM MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization), donde se promueve la fragmentaciéon de macromoléculas
como péptidos/proteinas en la fuente de ionizacion MALDI [2]. Este proceso se
realiza bajo condiciones experimentales especificas como altas fluencias de laser
y el uso de matrices “calientes™ de tal manera que la matriz pueda inducir
fragmentacion via radicalaria (produccion de radicales) o por dinamicas de

expansion

En estas Ultimas se producen abundantes colisiones de analito-matriz donde se
incita la transferencia exotérmica de protones desde la matriz hacia las
macromoléculas. Una de las principales ventajas de ISD radica en que las
rupturas en la secuencia de aminoacidos se dan casi especificamente en los

enlaces N-Ca [5], lo cual disminuye la complejidad del espectro y favorece el

'Matriz “caliente”: Término acufiado por Karas y colaboradores para denotar una matriz que es
propensa a inducir un alto grado de fragmentacién de proteinas [6].
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analisis. Por el contrario, para técnicas como PSD (Post Source Decay), donde el
rompimiento de enlaces no es especifico, se dificulta el analisis espectral y no es

posible la identificacion de modificaciones post-trasduccionales [7].

Actualmente, se conocen muy pocas matrices para realizar fragmentaciéon ISD de
péptidos/proteinas. Las mas empleadas son moléculas acidas y de bajo peso
molecular [8,9], que causan interferencias espectrales, ya que se generan sefales
de aductos que solapan las sefales del analito en masas bajas, entorpeciendo su
analisis.

En resultados previos obtenidos dentro del proyecto “Desarrollo de una matriz
para espectrometria de Masas MALDI basada en sistemas tipo fenilenvinileno”,
financiado por COLCIENCIAS, se demostraron las excelentes propiedades
optoelectronicas y la aplicabilidad de los fenilenvinilenos (FV) como matrices
MALDI en procesos de transferencia electronica [10]. En los espectros MALDI de
algunos de los FV estudiados en el proyecto se observd la pérdida de radicales
OH’, que se postuld, podrian ser aprovechados para promover fragmentacion ISD
en péptidos/proteinas. Basados en estas observaciones, se seleccionaron tres
moléculas con nucleo FV, que se investigaron como posibles matrices MALDHISD.
El trabajo de investigacion inici6 con el andlisis de las propiedades
espectroscopicas de las moléculas seleccionadas, seguido por pruebas de EM
bajo condiciones ISD utilizando como analitos péptidos modelo. Los resultados
obtenidos en EM para los FV fueron comparados con el desempefio de tres
matrices convencionales de ISD-MALDI como el 1,5-DAN, CHCA y sDHB.
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1. MARCO TEORICO

1.1. MALDI

MALDI es un método de ionizacion que se caracteriza por el uso de una matriz
organica, con capacidad de absorber radiaciéon (UV o IR), para promover la
desorcion e ionizacibn de moléculas no volatiles como proteinas, péptidos,
polimeros y macromoléculas [11]. EI método surgié como una variante “suave” de
la ablacion laser, porque genera una disminucion en la fragmentacion de los
analitos en comparacion con otras técnicas de ionizacién [12]. El proceso de
desorcion e ionizacion en MALDI inicia con la interaccion de una fuente de
radiacion coherente (laser) con la muestra, que contiene la matriz y el analito
cocristalizados, para promover procesos de absorcion, calentamiento, expansion,

ablacioén, e ionizacién, entre otros.

Aungque el mecanismo de ionizacion MALDI no se encuentra completamente
descrito, en los Ultimos afios se han propuesto varios modelos que intentan
explicarlo, estos involucran una amplia variedad de procesos fisicoquimicos. De
manera general, en estos mecanismos siempre Se Ssupone un proceso de
ionizacion primaria seguido por una ionizacion secundaria. Los modelos mas

aceptados en la actualidad son el de fotoionizacion y el de agregados o “cluster”.

1.1.1.lonizacion primaria. Ehring y colaboradores propusieron en 1992 el
primer modelo de ionizacién fotoquimica [13]; en el cual las moléculas de la matriz
son fotoionizadas por la interaccion directa de la matriz con el laser. Los estados
excitados moviles de las moléculas se conocen como excitones. Existe la
posibilidad de generar fotoexcitaciéon en dos moléculas cercanas al primer estado
excitado singulete (S1), si las funciones de onda de estas moléculas interactian
significativamente, este sistema acoplado (S1+S1) puede redistribuir su energia

de diferentes maneras [14]. Cuando una de las moléculas del sistema acoplado
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retorna a su estado basal promueve la excitacion de la molécula vecina a niveles
energéticos mayores, este fenbmeno se conoce como pooling. Es posible que la
molécula que se encuentre en un estado energético superior interaccione con otra
molécula en su estado excitado (S1), lo que conduce a la ionizacion de la
molécula del estado energético superior. La transferencia de energia por estados
excitados mdviles entre moléculas es un fenbmeno muy comdn que se conoce
como hopping. De esta forma, la gran cantidad de energia acumulada en el
sistema y la absorcién multifotébnica son responsables de la ionizacién de las

moléculas de la matriz [15].

'y
Figura 1. Esquema de fotoexcitacion por pooling y ori— ]
hopping. Figuratomada de: Knochenmuss [15] s —_——
=)
s, . e _ _ |
S, —_—
Single center 8, + 8, pocling
processes to S, &S,
O m— — —— — e
g —— — 2 ——
=)
31_01 . __
S — —— &
Hopping S, + S, pooling
to S, & lon

Por otra parte, la ionizacidén por cllsteres o agregados se basa en la evidencia de
que algunos analitos como péptidos, proteinas y nucleétidos se encuentran
precargados al realizarse la co-cristalizacion con la matriz [15, 16]. Los iones
preformados son separados de sus respectivos contraiones durante los procesos
de ionizacion secundarios que se llevan a cabo en una fase densa formada en la

superficie de la muestra por la accién del laser.
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1.1.2. lonizacion secundaria La desorcidon en los procesos primarios
de ionizacion genera una nube densa de agregados (pluma), en donde los iones
primarios reaccionan con los analitos para formar los iones secundarios
observados en el espectro de masas [17]. La pluma se expande en el espacio
adiabaticamente y bajo estas condiciones se producen colisiones que pueden
resultar en transferencia de protones, cationes o electrones [14], tal como se
muestra en el siguiente esquema:

Figura 2. Transferencia de protones mediada por clusters. Figura tomada de:
Knochenmuss [15].

Intra-cluster
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En el proceso de expansion de los agregados desorbidos, las colisiones se hacen
menos frecuentes y la expansion se detiene al alcanzar la presion de la fuente o al
extraer los iones [18]. Aunque poco se sabe del porqué algunas matrices son
adecuadas para el andlisis de ciertas sustancias, algunas caracteristicas son

importantes a la hora de la seleccién de la matriz, a saber:

1) Solubilidad. La solubilidad de la matriz en una variedad de solventes
permite que la eleccion del solvente esté enfocada en la solubilidad del
analito.

2) Absortividad molar. Una alta absortividad molar a la longitud de onda de
trabajo del laser permite una mayor absorcion de energia por parte de la

matriz, y favorece los procesos primarios de ionizacion [19].
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3) Reactividad. La matriz en si misma debe ser quimicamente inerte con
respecto al analito. Matrices, que modifican covalentemente al analito,

no deben ser usadas [20].

Algunos de los factores que determinan la fragmentacion de un péptido, como la
insulina bovina, estan directamente relacionados con las condiciones del analisis,

como: la matriz usada, el tiempo de extraccion de iones y la fluencia del laser [14].

1.2. ANALISIS ISD

Durante el proceso de desorcion/ionizacion se puede producir la fragmentacién del
analito en la fuente, este proceso es conocido como ISD. Esta fragmentacion se
da rapidamente después del disparo laser y antes de la extraccion de los iones.
Los fragmentos obtenidos, al aplicar esta metodologia, pueden proporcionar la
secuencia primaria de C- y N- terminal para péptidos de tamafio moderado [1].
Este decaimiento de iones en MALDI se ha convertido en un método de rutina
para obtener informacion de la estructura primaria de péptidos y para caracterizar

proteinas [21] y esta ligado a la matriz empleada.

1.2.1. Fragmentacion de péptidos y proteinas. Actualmente se han

estandarizado metodologias para el andlisis de péptidos y proteinas basadas en
EM que permiten elucidar o confirmar las secuencias primarias que los

constituyen:

Bottom-up: es un método convencional para la fragmentacion de péptidos o
proteinas que posteriormente se someten a un andlisis complementario [1]. Este
procedimiento consta de tres pasos principales y se puede explicar de la siguiente

manera:

1) Determinacion del peso molecular con la mayor exactitud posible.
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2) Digestion de la proteina usando proteasas especificas sobre una secuencia
que se presume 0 Se conoce.

3) Los péptidos obtenidos del paso anterior son fragmentados en el
espectrometro de masas. Aqui se determinan la identidad de la proteina o

las posibles variaciones en la secuencia original de aminoacidos.

Esta técnica presenta diversas limitantes, entre las que se encuentran cierta
dificultad para aislar el péptido N- terminal y C-terminal por posibles variaciones
como modificaciones postrasduccionales o rearreglos internos debido a los

codones de terminacion [22].

Top-down: se utiliza para la caracterizacion de proteinas de manera selectiva sin
involucrar pasos de digestién previa al andlisis. Partiendo de la proteina intacta
estandar, se generan los fragmentos N- terminal y C-terminal, que son analizados
por espectrometria de masas [23]. Una de las ventajas de esta técnica es la
simplificacion en la preparacion de muestra y la reduccion de tiempo que requiere
realizar la digestion de la proteina, ademas, la posible contaminacién cruzada por
manipulacion se reduce sustancialmente en comparacion a la metodologia bottom
up.

Takayama [24] propuso en el afio 2001 el modelo de fragmentacion MALDI-ISD
mas aceptado actualmente. Segun Takayama, la fragmentacion inicia con la
transferencia de un hidrogeno desde la matriz excitada a los atomos del oxigeno
carbonilico de la columna peptidica del analito. La adicién de hidrégeno conduce a
la formacion de fragmentos por el rompimiento de diferentes enlaces dentro de la
cadena peptidica [24]. Dependiendo del enlace que se rompe, en qué fragmento
es retenida la carga y el numero de aminoacidos que componen el péptido, se
asigna la nomenclatura caracteristica a los fragmentos, tal como se muestra a

continuacién [25]:
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Figura 3. Nomenclatura de los iones de péptidos y proteinas. Figura
adaptada de [23].
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1.2.2.Matrices MALDI En 1985 Hillenkamp y colaboradores [26] postularon la
hipotesis de que las matrices sufrian un proceso de ablacién por su capacidad de
absorber energia y, consecuentemente, permitian la desorcion del analito de la
superficie. Posteriormente, en 1988 Koichi Tanaka y colaboradores [27] lograron la
ionizacion de moléculas con relaciones m/z superiores a 10.000 Da. Las
investigaciones de Tanaka se basaron en el uso del “método del metal ultrafino
mas matriz liquida”, que promovia la ionizacién de los analitos usando polvo fino
de cobalto junto a glicerina en solventes organicos. Ese mismo afio, Hillenkamp y
Karas [28] determinaron que las matrices organicas originalmente desarrolladas
por ellos poseian la habilidad de generar iones en proteinas con altos pesos

moleculares.

Gracias a este descubrimiento, MS-MALDI es en la actualidad una herramienta (il
en la investigacion en areas como la bioquimica, donde se utiliza rutinariamente
para el andlisis de péptidos y oligonucleotidos [28], secuenciacion e identificacion
de proteinas, analisis de lipidos y carbohidratos [5]. Adicionalmente, la técnica de
generacién de imagenes por EM, basada en la ionizacibn MALDI, se aplica
actualmente en el area de analisis de tejidos para el estudio de la distribucién
espacial y temporal tanto de pequefias moléculas (lipidos, farmacos, hormonas,
metabolitos) como de macromoléculas (proteinas, carbohidratos). Por otra parte,

MALDI también se aplica en el analisis de polimeros porque facilita la
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determinacion de unidades monoméricas, ademas, es particularmente util para

estudio de oligbmeros ciclicos [29].

1.2.3. Matrices usadas para ISD. Actualmente, se conoce una gran
variedad de compuestos aplicables como matrices MALDI. Dentro de estas
moléculas se encuentran: el acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB) y algunos
derivados como el 4cido a-cianohidroxicinAmico (CHCA o HCCA); &cido nicotinico,
acido sinapinico (SA) y el 1,5-diaminonaftaleno (DAN). Se ha determinado, que el
2,5-DHB es una de las matrices mas usadas en la técnica MALDI ISD [30].
Recientemente se ha encontrado que el 1,5-DAN posee un desempefio superior al
del 2,5-DHB, ya que esta matriz permite un aumento de la cobertura de la
secuencia peptidica y de la capacidad de donacion de hidrégeno [21, 24]. A pesar
de esto, su uso no ha sido tan generalizado como el de las matrices anteriormente
mencionadas. Algunos hallazgos importantes se han encontrado con derivados del
1,5-DAN, especificamente, con el 5-amino-1-naftol en el analisis de péptidos
fosforados.

La combinacién de matrices es una segunda opcién usada hoy en dia para
mejorar la calidad de los espectros ademéas de que poseen aplicabilidad universal
[31, 32]. Pocas matrices se han desarrollado para permitir la disminucién de ruido
de fondo en relaciones m/z bajas. Recientemente, se reportd una nueva matriz
que actla de manera selectiva con una amplia variedad de aminas de bajo peso
molecular. Esta matriz conocida como DHPT [2, 3, 4, b5-teatrakis (3’, 4'-
dihidroxifenil)-tiofeno] presenta alta sensibilidad y eliminacion del ruido de fondo
para el rango bajo de m/z [33].

Por otra parte, los fenilenvinilenos son moléculas con alto grado de conjugacion
electrénica y que presentan interesantes propiedades Opticas, las cuales son
corroboradas en la concordancia de los espectros de fotoluminiscencia y
electroluminiscencia, es decir, no importa si la excitacion de estos sistemas se

hace por medio de fotones o electrones, el resultado espectral es similar [34, 35]
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Los polimeros derivados de estos compuestos tienen una valiosa aplicabilidad en

el desarrollo de materiales electrénicos tales como [36]:

e Diodos organicos emisores de luz (OLED).
e Celdas solares

¢ Quimiosensores

Ya que las eficiencias cuanticas no radiativas de estas estructuras son bastante
altas [36] y sus cualidades 6pticas presentan numeroso beneficios, estos sistemas

se consideraron como posibles matrices MALDI.
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2. METODOLOGIA

2.1 REACTIVOS

Los FV fueron sintetizados en el grupo de investigacion de Macromoléculas de la
Universidad Nacional dirigido por el profesor Cesar Sierra (Véase Tabla 1). La
insulina, el citocromo C vy las moléculas de acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(CHCA); 1,5-diaminonaftaleno (1,5-DAN); acido 2-hidréxi-5-metoxibenzoico y
acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHB) se compraron a Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EEUU). Los solventes tetrahidrofurano (THF), dimetil sulféxido (DMSO),
acetonitrilo  (ACN) y N,N-dimetilformamida (DMF); se obtuvieron de Merck
(Darmstadt, Alemania). Todos los reactivos fueron de grado analitico y se usaron

sin ningun tipo de purificacion previa.

Tabla 1. Estructuras y masas moleculares de los fenilenvinilenos.

FV-COOH FV-COOH-CH, FV-COOH-OCH;
(FV-H) (FV-Me) (FV-OMe)

C,H,,0 CaH2204 C,.H,,0,

Masa monoisotépica

370.1205 398.1518 430.1416
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2.2. EQUIPOS

Para determinar las propiedades oOpticas de las moléculas de FV se emple6 un
espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu Corporation, Kioto, Jap6n) de
doble canal, equipado con una celda de cuarzo con 1,0 cm de camino Optico. Para
la determinacién del espectro de reflectancia difusa, se usé el mismo equipo con el
aditamento de una esfera de integracion ISR-603.

Los experimentos de rendimiento cuantico de fluorescencia se realizaron en un
espectrofotometro de fluorescencia, marca PTIl, modelo QM 40 (Horiba Scientific,

Birmingham, EU), se us6 una celda de cuarzo con camino optico de 1,0 cm.

Los experimentos EM-MALDI se llevaron a cabo en un espectrometro de masas
MALDI Bruker Ultraflextreme con analizador de tiempo de vuelo (TOF), (Bruker,
Billerica, Estados Unidos); equipado con un laser de estado soélido Nd:YAG de
longitud de onda de 355 nm, en su tercer armonico, con pulsos de 6 ns y
frecuencia de repeticion de 1000 Hz. El tiempo de retardo empleado en la
extraccion de los iones fue de 100 ns y el voltaje de extraccién corresponde a 25
kV.

2.3. EXPERIMENTAL

2.3.1. Propiedades fisicoquimicas de los FV

23.1.1 Solubilidad. Se peso alrededor de 1mg de cada uno de los FV vy,
posteriormente se adicionaron volimenes especificos de THF de forma
secuencial. En cada adicion de solvente se sometio cada muestra a 30 min de
ultrasonido en un bafio Branson 2510 (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury,
Estados Unidos) (130W, 40kH); este procedimiento se repitié hasta obtener una
solucion. La solubilidad se determiné por duplicado. Este solvente se emple6
como una alternativa a las soluciones de ACN/agua usadas regularmente en la

preparacion de matrices MALDI.
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2.3.2. Espectroscopia UV-Vis. Para determinar el espectro UV-Vis, se

prepararon soluciones 15 uM de cada uno de los FV en DMSO. Las soluciones se
depositaron en una celda de cuarzo con camino Optico de 1,0 cm y se us6 DMSO
como blanco en la celda de referencia. Se realizd un barrido espectral de longitud
de onda desde A=200 hasta A=700 nm. Para obtener el valor de Amax se
determind la primera derivada de los espectros. Este procedimiento se realizd por

duplicado.

2.3.3. Reflectancia difusa. Latoma de espectros de reflectancia difusa se
realizd con el objetivo de establecer la longitud de onda maxima de absorcion de
los FV en estado sdlido. La determinacion de Amax en fase sdlida representa una

mayor aproximacién a las condiciones empleadas en MALDI.

Para determinar la longitud de onda de maxima absorcion se peso alrededor de
1mg de cada uno de los fenilenvinilenos, que se maceraron con 400 mg de sulfato
de bario (BaSO,) durante 5 min. El polvo obtenido se depositdé de manera
uniforme y compacta sobre el porta muestras, se realiz6 un barrido espectral
desde A=200 hasta A=700 nm con un slit de 1.0 nm, utilizando BaSO4 como

referencia.

2.3.4. Absortividad molar. Para calcular la absortividad molar de cada uno de
los FV, se prepararon soluciones equimolares de los FV con concentraciones
desde 2 hasta 20 uyM en DMSO. Se empleé DMSO como blanco en la celda de
referencia. Se usé un espectrofotbmetro Shimadzu UV-2401C de doble canal a
una longitud de onda de 355 nm y celdas de cuarzo con camino éptico de 1,0 cm.
Este procedimiento se realizd6 por duplicado. Los coeficientes de absortividad
molar para cada molécula se hallaron usando la ecuacion de Beer-Lambert para
diluciones. Los valores obtenidos a esta longitud de onda se linealizaron para
establecer las respectivas pendientes, con lo que se determind la absortividad

molar.
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2.3.5. Espectroscopia de fluorescencia. Para determinar el rendimiento
cuantico radiativo de las matrices propuestas, se dispusieron soluciones con
concentraciones equimolares desde 2 hasta 20 yM en DMF. Como sustancias de

referencia se usaron soluciones de antraceno en etanol y soluciones de sulfato de

quinina en H2S0O4 0.1M (agua desionizada Tipo I).

Se determin6 la absorbancia de cada solucion a A=355 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV-2401C de doble canal, usando como referencia
el respectivo solvente. Se empleé una celda de cuarzo de 1,0 cm de camino
optico.

La emisiéon de fluorescencia se determind en un espectrofotdmetro de
fluorescencia, marca PTI, modelo QM 40, que se ajustd a una longitud de onda de
excitacion de 355 nm y se monitore6 la emision de fluorescencia en el rango de
A=360 a A=700 nm. Se empled una celda de cuarzo con camino 6ptico de 1,0 cm.
Por medio de la relacion de emision radiativa y no radiativa, se determiné el

rendimiento cuantico de fluorescencia [37].

2.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS

2.4.1. MALDI-ISD, matrices convencionales. Para determinar Ila

capacidad de los FV como matrices MALDI, se decidi6 comparar el
comportamiento de estas moléculas, con el comportamiento de las matrices
MALDI convencionales. Para esto, se dispusieron 3 matrices convencionales:
CHCA, 1,5-DAN vy super DHB, y se usaron las metodologias previamente
establecidas para ISD [21, 38, 39].

El CHCA y el 1,5-DAN; se prepararon a saturacion en solucion de ACN/agua 1/1,
0.1% TFA,; esta solucion se agité por 5 min a 1500 rpm. Posteriormente y con el
objetivo de precipitar los cristales de la matriz no disueltos, el 1,5-DAN se
centrifugé durante 20 s. Debido a la inestabilidad en solucion de esta matriz, se

prepard poco antes de usarse (aprox. 30 min).
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Para la preparacion del super DHB, se pesaron 1mg de 2,5-DHB y 1 mg de acido
2-hidroxi-5-metoxibenzoico. Se disolvieron por separado en solucion ACN/agua
1/1, 0.1% TFA, y se agitaron durante 5 min a 1500 rpm. Posteriormente, se

mezclaron en una relaciéon 9:1, respectivamente.

Como analitos se us6 insulina y Citocromo C. Se prepararon inicialmente
soluciones stock de 1000 ppm de estos analitos y, posteriormente, se disolvieron
con agua grado HPLC, hasta tener concentraciones de 1x1072 y 2x102 mM,

respectivamente.

El citocromo C (Cc), al igual que la Insulina, se mezclaron en relaciones
volumétricas iguales con cada una de las matrices convencionales nombradas
anteriormente, lo cual corresponde a las relaciones molares que se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Relaciones molares analito: matriz.

Matriz Insulina: Matriz Cc:Matriz
1,5 DAN 1:12600 1:6300

CHCA 1:10600 1:5300

SDHB 1:11700 1:5800

Para el andlisis MALDI, se dispusieron entre 0.5 y 1 uL por spot. El target se dejo

secar en la cabina de extraccion.

Aunque no se hizo una medicién exacta del umbral de aparicion de iones de las
matrices de referencia CHCA, sDHB y 1,5-DAN, la energia de laser a la que se
sometié cada matriz se determiné observando de forma cualitativa la aparicion de
sefiales del analito respecto al blanco. Para cada matriz, el laser se utilizb bajo las

siguientes condiciones de atenuacion:

e CHCA:45%
e 15-DAN:55y60%
e SuUper DHB: 60%

30



2.4.2.Evaluacion de FV como matrices ISD. Las matrices: FV-COOH (FV-

H), FV-COOH-CH3 (FV-Me) y FV-COOH-OCH3 (FV-OMe) se disolvieron hasta
alcanzar una concentracion de 10 mM, con los solventes:

e Acetonitrilo (ACN)/ agua (2:1, viv, 0.01% TFA)
e THF (0.01% TFA)

Se prepard una soluciéon stock de insulina a 1000 ppm (0.17 mM), y se mezcl6é con
cada uno de los FV en relaciones molares analito-matriz: 1:600,1:6000, 1:60000 y
1:600000. Estas soluciones se sometieron a 15 min de ultrasonido en un bafio
Brason 2510 (40 kHz, 130 W); posteriormente, se depositaron entre 0,5 y 1uL por

spot de la mezcla en el target y se dejo secar en la cabina de extraccion.

El MALDI se oper6é en modo de reflectron positivo, en un rango de masas de m/z.
100 a 6500 Con cada una de las matrices, se probaron diferentes atenuaciones de
laser y se determinaron finalmente dos, con las que se obtuvieron las sefales mas
abundantes. El tratamiento de los espectros, se realizd con el programa
FlexAnalysis de Bruker; teniendo en cuenta que el principal parametro para
asignacion de picos fue una relacién S/N = 6.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION:

3.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

3.1.1. Solubilidad. En la Tabla 3 se reportan las solubilidades promedio para

cada molécula.

Tabla 3. Solubilidades de las moléculas FV en THF.

Volumen total . L
. - Concentracion Concentracion
Molécula | Peso [mg] adicionado .
[mM] promedio [mM]
[ml]
FV-H 1,20 250 0,013 <10 uM
1,10 1,25 2,01
FV-Me 1,93
1,25 1,365 1,86
1,10 0,305 8,38
FV-OMe 7,80
1,14 0,325 7,22

La molécula FV-H presentd poca solubilidad en THF comparada el FV-OMe,
debido a que se observd menor cantidad de sobrenadante. La baja polaridad de la
molécula FV-H restringe la interaccién con el solvente, que es moderadamente
polar, por el contrario, los sustituyentes metoxilo incrementan la interaccion con el
solvente principalmente por la presencia de los atomos de oxigeno. Es importante
resaltar que la baja solubilidad del FV-H, es una limitante en la preparacién de
muestras para EM-MALDI, dado que las matrices deben solubilizarse
perfectamente para posteriormente ser mezcladas con el analito en solucion. Si
las moléculas de la matriz no se solubilizan, esto implica que existiran cristales

preformados de la matriz en solucion y no permitiran la co-cristalizacion de las
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moléculas de la matriz con las moléculas del analito. Se ha demostrado la
importancia de la formacion de cristales de analito-matriz ya que estos favorecen
la formacion de puentes de hidrogeno y facilitan la reaccion de transferencia de
hidrégenos de la matriz al analito [38, 39]. Los sustituyentes metilo y metoxilo
permiten aumentar la estabilidad en THF del sistema conjugado pues confieren a
la molécula cierta polaridad e inducen interacciones polares con el solvente. La
molécula FV-OMe, presenta la mayor solubilidad en THF, lo que probablemente

favoreceria la co-cristalizaciéon de analito con esta matriz.

3.1.2. Espectroscopia UV-Vis. En los primeros experimentos UV-Vis, las
muestras se sometieron a 30 min de ultrasonido, transcurrido este tiempo aun se
observaban algunos cristales de los FV en la mezcla, es decir, no hubo una total
dilucién de las tres moléculas, lo cual se aprecio especialmente con el FV-H.
Como no se obtuvo una dilucion completa de las muestras, no se pudo asegurar la

concentracion de las mismas a estas condiciones iniciales.

Los espectros de absorcion UV-Vis usando 30 min de ultrasonido, se muestran en

la Figura 4. Para determinar el Amax, Se calculd la primera derivada del espectro.

Se observd, que los valores determinados se aproximan a la longitud de onda
empleada en MALDI (A=355 nm), los FV estudiados, FV-H, FV-Me y FV-OMe,

presentaron corrimientos de: 15, 13 y 54 nm, respectivamente, en referencia a la

longitud de onda de A=355 nm.
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Figura 4. Espectros de absorcién UV-Vis de FV-H, FV-Me y FV-OMe, después de A.30 min y B. 2 horas de

ultrasonido.
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Durante la segunda serie de experimentos las soluciones se sometieron a 2 horas
de ultrasonido para asegurar la completa disolucion de cada uno de los FV. Sin
embargo, los espectros de esta segunda serie muestran que el espectro del FV-H
cambia considerablemente (Figura 4B), lo que indica un cambio de concentracion
al asistir la preparacion con ultrasonido durante 2 horas.

Las tres moléculas presentan una banda ancha de absorcién que corresponde a la
transicion mT—1*. Como el sistema es altamente conjugado, la densidad
electronica provoca un ensanchamiento de las bandas de los espectros de
absorcion por la superposicion de los niveles de energia vibracionales modificados
por el solvente y las transiciones electronicas bésicas [40]. Adicionalmente, en el
espectro del FV-OMe se observa una banda de menor intensidad que corresponde
a las transiciones electrénicas n—o" [41].

El mayor corrimiento batocrémico de la serie de FV se puede observar para el FV-

OMe. Se ha reportado que un aumento en la planaridad de los sistemas FV
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conduce a corrimientos batocromicos, ya que la conjugacion de las nubes
electronicas en moléculas planares es maxima y se requiere mucha menor
energia para realizar transiciones electronicas en estos sistemas planares [41].
Los FV con grupos metoxilo centrales han reportado ser altamente planares, ya
que pueden formar enlaces intramoleculares de hidrogeno, por lo tanto la molécula

de FV-OMe, presenta el corrimiento batocromico més drastico de la serie.

3.1.3. Reflectancia difusa. En la Figura 5 se presentan los espectros de
reflectancia difusa para la serie de FV, se observa que los tres compuestos
estudiados exhiben un decaimiento de reflectancia desde una longitud de onda de
277 hasta 520 nm, esto se traduce en una alta absorbancia en este rango, donde
se tendria una cobertura a la longitud de onda empleada en MALDI. Los maximos
de absorcién en fase sélida de los FV presentan corrimientos hacia el rojo de: 3,

42 y 57 nm para el FV-H, FV-Me y FV-OMe, respectivamente, en referencia a la
longitud de onda de 355 nm.

Figura 5. Espectros de reflectancia difusa de FV-H, FV-Me y FV-OMe.
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Debido a que las moléculas tienen mayor restriccion de movimiento en estado
sélido, los niveles de energia vibracionales se superponen con las transiciones
electronicas fundamentales, lo cual se traduce en un ensanchamiento de las
bandas de absorcion en comparacién con el de absorcion UV-Vis.

Al comparar los espectros de reflectancia difusa (estado solido) con los obtenidos
para absorcion UV-Vis (solucidn), se observan en estos Ultimos desplazamientos
de los Anax de absorcion; este corrimiento puede ser explicado por el medio en el
que se encuentra la molécula, ya que un aumento en la polaridad del solvente de
manera general, produce un desplazamiento hipsocromico (azul) de las
transiciones electronicas n—1* y n—o*, como es el caso de las moléculas con
sustituyentes metilo y metoxilo; mientras que para las transiciones T—1T* se
produce un desplazamiento batocromico (rojo), como se observd para el FV-H.
Con las mediciones de absorbancia en fase liquida y soélida, se puede observar

que los sistemas FV exhiben una fuerte interaccion con fotones de A= 355 nm [35].

3.1.4. Absortividad molar. La primera metodologia de preparacion de

soluciones consistio en someter las diluciones a 30 min de ultrasonido; con estas
soluciones se construyeron las curvas de absortividad molar graficadas en la
Figura 6A Durante la segunda metodologia de preparacion, las diluciones se
introdujeron al ultrasonido por un tiempo de 2 horas, para asegurar su completa
disolucion. Los valores de absorbancia adquiridos para cada concentracién se

linealizaron, como se muestra en la Figura 6B.
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Figura 6. Absorbancia a A=355 nm de FV-H, FV-Me y FV-OMe a diferentes concentraciones,

después de A. 30 min Ay B. 2 horas de ultrasonido.
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La Tabla 4 muestra los coeficientes de absortividad molar obtenidos después de
aplicar la ecuacién de Lambert-Beer a A=355 nm para las dos metodologias. Los
datos obtenidos para la segunda preparacién presentan un valor R> mas cercano
a 1 y corresponden a tiempos que aseguran completa disolucién de la muestra.
Sin embargo, la determinacion del valor del absortividad molar del FV-H
representa un desafio. Cuando las moléculas de FV-H se someten a 30 min de
ultrasonido, no se presenta dilucion considerable de la muestra, y si se aumentan
los tiempos en el ultrasonido a 2 horas, se observa una mejor disolucion, pero a su
vez , debido a la energia del ultrasonido se aprecia degradacién de la molécula de
FV-H, tal como se observa en la Figura 4B. Es por esta razdn que no es posible

tener certeza del valor de absortividad molar determinado para el FV-H.
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Tabla 4. Absortividades molares de FV-Me y FV-OMe en DMSO a A=355 nm.

Molécula Corrida N° Sass R?
(M~ cm™)
FV-H 2 5.883 0,9966
1 27.251 0,9873
FV-Me
2 37.219 0,9998
1 21.614 0,9954
FV-OMe
2 19.130 0,9995

El valor €355 registrado para la matriz CHCA es de 15849 (M* cm™) [10]. En
comparacién con la matriz de referencia, los valores de absortividad molar
presentaron un incremento de 135% para el FV-Me y de 21% para el FV-OMe, al
someter las muestras a 2 horas de ultrasonido. Las altas absortividades molares
gue exhibieron los FV indican que la energia suministrada por los fotones del laser
puede ser eficientemente absorbida principalmente por estos sistemas
conjugados, favoreciendo la formacién de iones primarios y agregados en el
proceso MALDI. Sin embargo, los valores de absortividad molar no estan
necesariamente ligados con la eficiencia de produccion de iones de analito en EM-
MALDI, ya que estos dependen de los procesos termodinamicos que ocurren en
las reacciones secundarias de ionizacién. Por ejemplo, a una longitud de onda de
377 nm, el 2,6-DHB, tiene una absortividad molar de 700 M*cm™ y el 2,5-DHB,
exhibe una absortividad molar de 4250 M*cm™; aunque la absortividad molar del
2,6-DHB es mucho menor que la del 2.5-DHB, ambas matrices presentan
espectros de masas similares con una eficiencia de produccion de iones idéntica

en el espectro de masas final [42].
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3.1.5. Espectroscopia de fluorescencia. Enla Figura 7 se muestra la

relacion que se obtuvo entre el area fluorescente de emisionY la absorbancia
para los FV. Este tratamiento también se realizo para las sustancias de referencia
(Anexo A).

Figura 7. Area de fluorescencia frente absorbancia de: A. FV-Me y B. FV-OMe.
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Una vez linealizada y determinada la pendiente para cada sustancia, se aplicé la

siguiente ecuacion [37]:

m, ) n2
2
Ngr

by = q)ST(

Mmgr

Donde (1) indica el rendimiento cuantico de fluorescencia, m indica la pendiente y

n el indice de refraccion, Los subindices X y ST hacen referencia a la muestra y
a la sustancia estandar, respectivamente.

Inicialmente, se determiné el rendimiento cuantico de fluorescencia para el
antraceno, con respecto al sulfato de quinina, y se repitié el procedimiento para el

sulfato de quinina, con respecto al antraceno. En ambos casos se obtuvo un error

menor de 5% a los valores reportados en la literatura [43] (Anexo B). Una vez
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determinados estos rendimientos cuanticos de fluorescencia, se tomaron como

referencia para calcular los valores de los FV, los cuales se reportan en la Tabla 5

Tabla5. Rendimientos cuanticos de fluorescencia radiativos/no radiativos de los FV.

¢ Radiativo
Muestra ¢ No Radiativo
Antraceno S. quinina Promedio
FV-Me 0,38 0,39 0,39 0,61
FV-OMe 0,40 0,41 0,40 0,60

Gran parte de la energia absorbida por la matriz es disipada mediante procesos de
relajacion térmica que incrementan la temperatura del sistema [43], este factor es
importante para inducir la desorcion térmica de agregados de la matriz y favorecer

los procesos de ionizacién primaria.

Se han reportado un rendimiento cuantico radiativo de (¥;) de 0,082 (®,,= 0.918)
y altas velocidades de decaimiento no radiativo (®,;) para pelicuas de CHCA
[43]; al parecer, el alto rendimiento cuantico no radiativo es uno de los factores
que influencian la baja potencia de laser requerida para inducir la desorcion de
iones en esta molécula. Para el 1,5-DAN se reporta un rendimiento cuantico
radiativo de 0,55 (¢ ,,= 0.45), es decir un ®,, mucho menor que el reportado para
el CHCA, por lo tanto se requiere una mayor energia del laser para inducir
procesos de desorcién con esta matriz [44]. Para el FV-Me y el FV-OMe se
determind una disminucién de 30 y 27%, respectivamente, en el rendimiento
cuantico no radiativo en comparacion con el valor registrado para el 1,5-DAN; por
lo que se sugiere que se requiere menor energia del laser para la desorcion de

moléculas de FV.
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3.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS

3.2.1. Matrices convencionales

3.2.1.1. Andlisis de la insulina. La insulina (Figura 8), consta de dos cadena

peptidicas unidas mediante dos puentes disulfuro intercatenarios y un enlace
disulfuro intracatenario. La fragmentacion in silico” de este péptido se realizé con

las cadenas Ay B separadas y con la secuencia de aminoacidos completa.

Figura 8. Estructura peptidica de lainsulina de pancreas porcino [45]
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Se utilizd la base de datos del Institute for System Biology: Proteomic tools [46],
para obtener la secuencia de fragmentos iGnicos monoisotdpicos tedricos para la
cadena completa de la insulina (Anexo C). La asignacion de sefales se realizd
teniendo en cuenta los iones a/x-, bly- y c/z- que se pueden producir por la
fragmentacion del analito; en el analisis no se reportan iones w-, correspondientes
a las cadenas laterales de la secuencia de aminoacidos, por ser poco comunes en
fragmentacion ISD [47].

Con las tres matrices convencionales seleccionadas para realizar ISD, se
determinaron las sefales correspondientes al analito en los espectros de masas
por comparacion con los respectivos blancos empleando las atenuaciones de laser

indicadas. En el espectro de masas se observaron sefales con abundancias

"The System Biology: Fragment lon Calculator. Disponible en:

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FraglonServlet.html
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significativas por encima de m/z 1000, las sefiales observadas por debajo de este
valor, en su mayoria, corresponden a aductos formados por la matriz que
entorpecen la determinacion de sefiales de analito; por esta razon, no se tuvieron
en cuenta durante el andlisis.

En la Figura 9 se muestran los espectros de masa de la insulina obtenidos al usar

las matrices: CHCA [A]; 1,5-DAN [B]; y super DHB [C] en experimentos ISD.

Figura 9. Espectros de masas MALDI de insulina en un rango de masas de m/z 1000 a 6000
empleando como matriz: A: CHCA; B: 1,5-DAN; C: super DHB.
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Cada espectro se describe a continuacion teniendo en cuenta que los subindices
A y B, hacen referencia a las respectivas cadenas de la insulina, el simbolo
asterisco indica fragmentos no identificados.

En la Figura 10 se muestra la asignacion de las principales sefales observadas
en el espectro MALDI de Ila insulina empleando CHCA como matriz,

correspondientes a la molécula protonada [M+H]" en m/z 5777, a la pérdida de, 15
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unidades en m/z 5762, a la molécula doblemente protonada [M+2H]** en m/z 2889

y a la cadena B protonada [Mg+H]" en m/z 3400.

Figura 10. Espectros de masas MADLI-ISD de insulina, empleando como matriz CHCA.
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Para poder apreciar los fragmentos producto del proceso ISD se realizO un
acercamiento al espectro en la region comprendida entre m/z 1000 y 2200, como
se observa en la Figura 10. Se pueden observar mayoritariamente iones y-, con
pérdidas de moléculas neutras como CH4 y NHs, estas pérdidas son regularmente
observadas en EM [48]. La pérdida de CHs4-S del ion y;, puede ser posible debido
a que en esta posicion se encuentra uno de disulfuro intracatenario de la insulina.
Se identificaron 24 sefales con un error promedio de masa de 48 ppm, y se

estimd una cobertura de secuencia del 23%.
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Figura 11. Espectro de masas MALDI-ISD de insulina en un rango de masas de m/z 1000 a 2200
empleando como matriz CHCA. Los iones ISD son asignados de acuerdo con la nomenclatura [25].
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Con la matriz 1,5-DAN se emplearon dos atenuaciones de laser diferentes, el
andlisis de los fragmentos se realiz6 con los resultados obtenidos con atenuacion
de 55%. Aunque usando 60% de atenuacion se observd un aumento en la
abundancia relativa de los iones, hubo un incremento considerable de la linea

base, como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Acercamiento en el rango m/z 2030 a 3000 del espectro de masas MADLI-ISD de
insulina, empleando como matriz 1,5-DAN, a 55y 60% de atenuacion de laser.
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La disminucion en la atenuacion del laser se traduce en un aumento de la energia
suministrada a la muestra y, por consiguiente, en mayor ablacion de iones de la
matriz lo que incrementa el ruido. Con relacibn a esta observacién, se ha
demostrado para el DHB que el volumen de ablacion a altas fluencias de laser
aumenta lentamente, mientras que la produccion de iones aumenta en un factor
exponencial (n= 4,5) [49]. Al aumentar la ablacion de la superficie, no solamente
son generados iones de la martiz o del analito en interés, también se favorece la
formacion de aductos con impurezas, lo que contribuye con la pérdidad de
resolucién en el espectro. En este caso particular, se determind la pérdida de
resolucién para 5 sefiales en m/z bajo y 5 sefiales en m/z alto al aumentar la

potencia del laser como se observa en la Tabla 6. Los datos de resolucién se

obtuvieron con el programa FlexAnalysis de Bruker.
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Tabla 6. Pérdida de resolucion de sefales de insulina usando 1,5-DAN como matriz a 55

y 60 % de potencia de laser.

Resolucién de las seiales
m/z Potencia de lase Pérdida de resolucion | Pérdida porcentual
(55%-60%) %
55% 60%
1200 5336 2889 2447 45,9
1326 5514 3174 2340 42,4
1849 6062 3188 2874 47,4
2403 25284 5529 19755 78,1
2041 6555 4044 2511 38,3
3385 24079 7032 17047 70,8
3421 7028 3804 3224 45,9
3430 7556 2822 4734 62,7
3522 7659 2263 5396 70,5
3539 6742 6060 682 10,1

El espectro de masas ISD para la insulina, con 1,5-DAN como matriz, se observa
en la Figura 13, donde los picos mas abundantes corresponden al ion molecular

de la cadena B protonada [Mg+H]" en m/z 3400 y el ion molecular de la secuencia
completa [M+H]* en m/z 5777.
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Figura 13. Acercamiento en el rango m/z 1100 a 6000 del espectro de masas MALDI-ISD de

insulina, empleando como matriz 1,5-DAN. Asignacion de las sefiales principales.
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Se decidié suprimir las sefiales por debajo de m/z 500, ya que correspondian en
su mayoria a fragmentos de la matriz. Los picos pertenecientes a la insulina, se

registraron en un rango de masas de m/z 1150 a 2700, como se muestra en la
Figura 14.

En el acercamiento del espectro tomado usando 1,5-DAN se pueden observar, por
ejemplo, pérdidas de H,O o la formacion de aductos con sodio. EI desempefio del
1,5-DAN como matriz ISD, fue superior al obtenido con el CHCA, ya que se
identificaron 31 sefiales y se estim6 una cobertura de 25%, con un error de masa
promedio de 53 ppm. Se puede observar que con esta matriz se obtiene un mayor

nimero de sefiales, principalmente iones y-.
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Figura 14. Acercamiento en el rango m/z 1150 a 2700 del espectro de masas MALDI-ISD de
insulina, empleando como matriz 1,5-DAN. Los iones ISD son asignados de acuerdo con la

nomenclatura [25].
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Al emplear la matriz sDHB, se pudieron distinguir sefiales del analito por encima

de m/z 1000. La adquisicién de este espectro de masas se realizd con supresién

de sefales por debajo de m/z 500, (Véase Figura 15). Los picos principales

corresponden al ion molecular protonado [M+H]" en m/z 5777 y al ion molecular

doblemente protonado [M+2H]** en m/z 2889.
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Figura 15. Espectro de masas MALDI-ISD de insulina, empleando sDHB como matriz, con
supresion de sefiales por debajo de m/z 500.
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En la Figura 16 se observa la asignacion de las sefiales correspondientes al
espectro ISD de la insulina, usando sDHB como matriz, se realiz en el rango de
m/z 1000 a 2100. En este caso sOlo se pudieron identificar 14 sefales,
correspondientes a una cobertura del 14%, siendo esta la menor de todas; para
este espectro se determind un error de masa promedio de 55 ppm. La
comparacion de los resultados obtenidos con las tres matrices convencionales en
términos de la cobertura peptidica (Véase Tabla 7), la distribucion isotdpica vy la
caracterizacion de las cadenas A y B, empleando insulina como analito, permite

concluir que los mejores resultados se obtuvieron al usar 1.5-DAN.
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Figura 16. Acercamiento en el rango m/z 1000 a 2100 del espectro de masas MALDI-ISD de insulina,
empleando como matriz SDHB. Los iones ISD son asignados de acuerdo ala nomenclatura [25].
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Tabla7. Porcentaje de cobertura de la insulina empleando como matriz CHCA, 1,5-DAN y

sDHB.
. Cobertura
Matriz %
CHCA 23
1,5-DAN 25
sDHB 10
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3.2.1.2. Andlisis del Citocromo C. Adicionalmente, las tres matrices

convencionales se probaron con Citocromo C (Cc), una proteina transportadora de
electrones que posee un peso molecular de 12 kDa, con una secuencia de 105

aminoacidos [45] (Véase Figura 17).

Figura 17. Estructura peptidicadel Citocromo C de coraz6n bovino [45].
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Con la base de datos del Institute for System Biology: Proteomic tools [46], se
obtuvo la tabla de fragmentos ibnicos monoisotdpicos para la cadena completa del
Cc (Anexo D). Teniendo en cuenta esta tabla de iones, se realiz6 la asignacion de
sefiales en el espectro de manera que se obtuviera la minima diferencia posible

entre la masa tedrica y la experimental.

Con CHCA como matriz, no se observaron diferencias significativas entre el
blanco y la muestra, incluso cuando se aumentd la potencia del laser por encima
de 50%, por esto no se reportd este espectro. Los espectros de masas ISD del Cc,

al utilizar 1,5-DANy sDHB como matrices, se pueden observar en la Figura 18.
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Figura 18. Espectros de masas MALDI-ISD de citocromo C, empleando como matriz: A. 1,5-

DAN y B. super DHB, en un rango de m/z 1100 a 6000.
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Para el andlisis del Citocromo C no se hizo busqueda del ion molecular, solamente
se tomaron en cuenta los fragmentos que se ubicaron fundamentalmente en el
rango de m/z 700 a 6000. Para determinar las sefiales correspondientes al analito,
se realiz6 una comparacién con el respectivo blanco y se examinaron las sefiales

diferentes.

En la Figura 19 se muestran las sefiales principales del Cc, usando sDHB como
matriz, en un rango de masas de m/z 500 a 3000. Para este espectro se
identificaron 22 sefiales y se determind una cobertura del 8%, con un error de
masa promedio de 80 ppm. Se puede ver la baja cobertura obtenida con esta

matriz, ademas de un error de masa considerablemente alto para MALDI-ISD.

52



Intens. [a..]

Figura 19. Acercamiento en el rango m/z 500 a 3000 del espectro de masas MADLI-ISD de
Citocromo C, empleando como matriz sDHB. Los iones ISD son asignados de acuerdo a la
nomenclatura [25].
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Con el 1,5-DAN se emplearon dos atenuaciones de laser: 55 y 60%. El andlisis de
sefales de la muestra se hizo con los datos obtenidos a 55% de laser, ya que para
una potencia mayor, se presentd mayor levantamiento de la linea base, como se
muestra en la Figura 20. Se pudo observar también disminucion para las
relaciones S/N, por ejemplo para la sefial m/z 3247, se obtiene una relacién S/N
de 34,1 al 55% del laser; mientras que esta misma sefial presentd una disminucién
de 35,3% de la relacion S/N a una atenuacion de laser del 60% (S/N=11.4).
Adicionalmente, se determind la pérdida de resolucién en 5 sefales de la region

m/z baja y 5 sefiales de la regién m/z alta (Véase Tabla 8).
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Tabla 8. Pérdida de resolucion de sefnales de Citocromo C usando 1,5-DAN como matriz

a 55 y 60 % de potencia de laser.

Resolucidn de las seiiales Pérdida de o
m/z Potencia de lase resolucion (55%- Perdida Eorcentual
55% 60% 60%) §
1649 5643 4613 1040 18,4
1664 6067 4243 1824 30,1
1718 4422 4054 368 8,3
1778 6026 4642 1384 23,0
1793 7221 4813 2408 33,3
3081 9149 6226 2923 31,9
3247 8463 6014 2449 28,9
3741 9204 8408 796 8,6
3895 9550 8100 1450 15,2
4009 9528 8455 1073 11,3

Figura 20. Acercamiento en el rango m/z 3205 a 3280 del espectro de masas MADLI-ISD de

Cc, empleando como matriz 1.5-DAN, a 55 y 60% de potencia de laser.
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En 1997 Brown y colaboradores [32] analizaron los factores que influencian la
fragmentacion generada en MALDI; dentro de estos factores se mencionan los
tiempos de extraccion. Se realizaron variaciones en este parametro, buscando
mejorar los resultados obtenidos con la matriz 1,5-DAN, ya que fue la matriz con la

gue se obtuvieron mejores resultados.

Los tiempos de extraccién usados fueron los siguientes: 10, 30, 60, 100, 150, 200
y 250 ns (Anexo E). En la toma de los espectros se suprimieron las sefales por
debajo de m/z 1000 para evitar la saturacion de la fuente y el detector. Teniendo
en cuenta los criterios mencionados en la Tabla 5, se determind que el mejor
tiempo de extraccion de iones fue de 150 ns, ya que se registré el mayor nimero

de sefiales, correspondientes a una cobertura de 66% (Véase Tabla 9).

Tabla 9. Niumero de sefiales y cobertura del Cc, variando el tiempo de extraccion de

iones.
Tiempo [ns] Numero de seiiales Cobertura %
10 52 21
30 78 31
60 101 37
100 137 48
150 141 66
200 124 49
250 120 43

El espectro de masas ISD obtenido a 150 ns se muestra en la Figura 21, donde
se realiza la asignacion de aminoacidos correspondiente de la secuencia del
citocromo C. Al emplear esta matriz, se determind una cobertura del 66%, con una
precision de masa de 100 ppm. Aunque los espectros fueron muy similares, se
presentaron cambios en la tolerancia de masa, es decir, para poder asignar mas

aminoacidos al espectro se requeriria aumentar la exactitud de masa, saliendo de
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los parametros convencionales para MALDI-ISD [50]. En MALDI-ISD, es comun
observar resoluciones de 5000 a 8000 [51] y una exactitud de masa de 50 ppm
[51].

Demeure y colaboradores [21], probaron en el 2007 la capacidad de donacion de
hidrbgeno de algunas matrices usando spirooxazinas, con lo que obtuvieron el
siguiente orden de capacidad de donacion de hidrogeno de mayor a menor: acido
picolinico (PA)> 1,5-DAN> 2 5-DHB> acido sinapinico (SA)> CHCA. Tres afios
después, correlacionaron la habilidad de las matrices con la promocion de
fragmentos via radicalaria [5], las matrices se pudieron organizar en orden
creciente segun su habilidad de reduccién de la siguiente manera: 1,5-DAN >2,5-
DHB >> CHCA. Sakakura y colaboradores [51] demostraron en ese mismo afio esta
misma capacidad, usando vasopresina como analito y obtuvieron los mismos
resultados. Se puede concluir entonces, que la capacidad donadora de hidrogenos
esta ligada a la fragmentacién ISD. Para el caso de las tres matrices estudiadas se
observd un aumento en la formacion de fragmentos con la molécula 1,5-DAN, por
el contrario, al emplear CHCA como matriz la produccién de fragmentos fue casi

nula.
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Figura 21. Espectro MALDI-ISD de Citocromo C, usando 1.5-DAN como matriz. Asignhacién de aminoacidos en la secuencia

em

MGDVEKGKKI FVQKCAQCHT VEKGGKHKTG PNLHGLFGRK TGQAPGFSYT
DANQNGITW GEETLMEYLE NPKKYIPGTK MIFAGIKKKG EREDLIAYLK KATNE

x 04

2.0

1.0 4

R o4 EAGI K ¢ K 4 K JILIGIARF

0.0 4

FEAILKF Y + E+ M AILVTEE $E 4G W = THLIGFE SN L O

FAlL bt EATIEIFLLI

FHATIVEES KAGIGH K ¢ H 4 K A TIGIFIHN[TILEH AGIIL k- F 4Gk R

4 CATIGF2HAIPIGKE F =S kY A 70D 1AL T QAN FEASIIL LTI

WL

6500 m/z

1500

2500 3000 3500

2000 4500 5000 5500 6000

4000

57



3.2.2. Evaluaciéon de FV como matrices. El analisis del desempefio de la
molécula FV-H como matriz usando la insulina, no registro resultados del analito a
30 ni a 40% de atenuacién del laser para ninguna de las dos preparaciones
usadas: ACN/agua 2:1, 0.1% TFA; y THF. Particularmente, en esta molécula se
observo una disminucion de la intensidad de las sefales al adicionar el analito sin

aparicion de nuevas sefales (Véase Figura 22).

Figura 22. Acercamiento en el rango m/z 369 a 373 del espectro de masas MALDI-ISD de Insulina,
empleando como matriz FV-H, en ACN:agua, 0.1% TFA, a 40% de potencia de laser.
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matrices representa una

limitante en la co-cristalizacion con el analito, siendo este un factor importante
para llevar a cabo el primer paso de formacion de iones en MALDI [52, 53]. Debido
a esto las asignaciones de las sefiales para las matrices FV-Me y FV-OMe se

realizaron en solucién de THF.

Al emplear el FV-Me como matriz, se pudo observar una nueva sefial en m/z 122

para la relacion 1:600, sin embargo, esta sefial es derivada del &cido carboxilico
(Véase Figura 23).
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Figura 23. Espectro de masas MALDI de insulina, empleando FV-Me como A: matriz, y su
respectivo B. blanco, al 30% de potencia de laser. Acercamiento en el rango de m/z 100 a
800.
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En la Figura 24 se realiza la asignacion de sefales principales a fragmentos del
FV-Me, donde la sefial mas abundante corresponde al catién radical de la
molécula en m/z 398, ademas se observa la pérdida de 17 unidades
correspondientes al radical hidréxilo en m/z 381, como ya se habia reportado para

estas moléculas a bajas fluencias de laser [10].
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Figura 24. . Asignacion de las sefiales principales en el espectro de masas de FV-Me a 30 %

de potencia de laser
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Para el FV-OMe, se presentd una aparente aparicion de nuevas sefales en la
solucién ACN/agua a 40% de potencia laser, en una relacién volumétrica 1:6000

analito-matriz, estas sefiales corresponden a m/z 149 y 403 como se muestra en
la Figura 25, sin embargo, al realizar un acercamiento en cada sefal, se puede

observar que no son sefiales nuevas, estas sefiales también se pueden observar
en el respectivo blanco con menores abundancias relativas (Véase Figura 26). La

sefial m/z 149 corresponde a ftalato.

60



Figura 25. Espectro de masas MALDI de A. insulina, empleando FV-OMe como matriz, y B.

su respectivo blanco, a 40% de potencia laser. Acercamiento en el rango de m/z 100 - 900.

=
n

= 105 Fi 20 43013 AMZ_10000_40 0:M18 MS Raw
5 x10 = <07
8 20 £ A.
e = 354483
£ 15 =
154 242,341
1.0 4 !
101 ) 517.111
05 ' 566281
Moot ) pr7qne| 2MZ A T B s seses m2am moan s
05 S T Lealo, | RN .| ! T
J 1 ‘ F} ‘;nos- 353455 ANZ_40 0:116 MS Row
I P — ) B.
5 x10 -
8 204 - 242.318
¢ 15 =
430177
z =
154 10
332 375| 517.085
057 384.262 523
384262 389.071 539071
1.0 178.100 284110 . - i ] l 803410 goygis 712326 770413 871292
00 H | U™ . LlL.LJl Laali, L il L T i
0s 200 300 400 500 600 700 800 900
__.;.JL&J |
0.0 T T T AU T T T T T T T N R T T T R T T . T T Ca—— T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 m/z

Figura 26. Incremento de las sefiales A. m/z 149y B. m/z 403, al emplear FV-OMe como
matriz e insulina como analito.
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Las fragmentaciones registradas fueron inducidas por el exceso de energia

suministrada por accién del laser. Las sefiales principales de la molécula FV-OMe

se pueden asignar como se propone en la Figura 27, con pérdidas tipicas

observadas en MALDI. En este caso el ion de mayor abundancia (m/z 354),

corresponde a la posible pérdida de un grupo carboxilo y un grupo metoxilo,

debido a que los grupos funcionales CH3O" activan el sistema conjugado del FV,

por lo que se promueve la pérdida de —COOH radicalario y un grupo metoxilo,

logrando asi una forma mas estable de la molécula.

Figura 27. Espectro de masas de FV-OMe a 40 % de potencia de laser. Asignacion de las

sefiales principales
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El andlisis del Cc, usando FV como matrices, se descartd, debido al deficiente

desempeiio observado con la insulina. La prueba de desempefio de los FV como

matrices MALDI-ISD no arroj6 buenos resultados en comparacion a las matrices

convencionales, ya que no fue posible inducir la fragmentacion del respectivo

analito.
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4. CONCLUSIONES

El andlisis espectroscépico de los fenilenvinilenos permitié determinar la longitud
de onda de méaxima absorcion para el FV-Me y el FV-OMe, estos valores
corresponden a A=370 y 409 nm, respectivamente, que son cercanos a 355nm
(longitud de onda del laser Nd:YAG), con lo que se obtiene una fuerte interaccion
de los FV a la longitud de onda empleada en MALDI. La longitud de onda maxima

de absorcién determinada para el FV-H fue de 370.

Las absortividades molares de las moléculas FV-Me y FV-OMe presentaron un
aumento de 135 y 21%, respectivamente, en comparacion con la absortividad
molar registrada para el CHCA (15849 M'cm™); esto indica que la energia
suministrada por los fotones del laser es absorbida principalmente por las

moléculas de FV.

Los rendimientos cuanticos no radiativos para los sistemas FV-Me y FV-OMe
fueron 0,61 y 0,60; estos valores son mas bajos al calculado para el CHCA
(0.918), lo que indica que los procesos de relajacion de estos FV son menos

térmicos en comparacion a la matriz de referencia.

El andlisis MALDI-ISD realizado a la insulina con las matrices CHCA, 1,5-DANy
sDHB, mostré un mejor resultado al emplear 1,5-DAN como matriz, ya que se
determind una cobertura del 25%, mientras para que para el super-DHB se obtuvo

una cobertura del 10%.

El 1,5-DAN también present6 un mejor desempefio como matriz MALDHKISD en el
andlisis del Citocromo C, alcanzando una cobertura del 66%, mientras que para el
CHCA no fue posible inducir su fragmentacion. Se demostrd la efectividad de
estas matrices, especialmente la del 1,5-DAN teniendo en cuenta que la

capacidad de donacién de hidrégeno es mayor que la del DHB y CHCA.

Se demostrd la importancia del tiempo de extraccién de iones en la obtencion de

fragmentos del analito, obteniéndose un umbral en 150 ns. Se sugiere que este
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tiempo permite que la muestra no solamente sea desorbida, sino que se lleven a
cabo suficientes procesos de fragmentacion de manera continua permitiendo

observar los iones con mayor abundancia.

A pesar de obtener buenos resultados espectroscépicos de los sistemas FV, el
desemperfio de estas moléculas como matrices MALDI-ISD en péptidos/proteinas
es muy deficiente, inclusive variando las metodologias usadas para la preparacion
de muestra. Esto se debe a que no existe la posibilidad de realizar protonacién por
parte de estas moléculas. Los FV poseen la capacidad de perder radicales OH,
sin embargo, no son suficientemente reactivos para llevar a cabo procesos
secundarios de ionizacion e iniciar reacciones radicalarias de decaimiento en

fuente.
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5. RECOMENDACIONES

Para realizar estudios de espectrometria de masas MALDI, e inducir
fragmentacion de manera eficiente se recomienda emplear matrices que posean

baja afinidad proténica respecto al analito y que pueda co-cristalizar con el mismo.

Para mejorar los resultados MALDI-ISD, se recomienda realizar variaciones en

parametros como tiempos de extraccion.
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ANEXOS

A. Los valores obtenidos de area fluorescente y de absorbancia para el sulfato de
quinina y el antraceno (sustancias de referencia), se linealizaron (Véase Figura 1);

y se determin6 el valor de R? (Véase Tabla 1).

Figura 1. Area de fluorescencia frente absorbancia de las sustancias de referencia: sulfato de
quinina y antraceno.
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Tabla 1. Valores de R", para la linealizacion del area de fluorescencia vs absorbancia para el
sulfato de quinina y el antraceno.

Sustancia R?
Sulfato de quinina  0,99716
Antraceno 0,99842

B. La determinacién de los rendimientos cuanticos radiativos en las sustancias de
referencia, con porcentajes de error menores al 6%, permitieron determinar los

rendimientos cuanticos radiativos y no radiativos de los sistemas FV.
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Tabla 2. Rendimientos cuanticos de fluorescencia radiativos tedricos y experimentales del

antraceno y el sulfato de quinina. Determinacion del porcentaje de error

Sustancia ¢ Rac_ilatlvo ¢ radiativo tedérico = % Error
experimental
Antraceno 0,286 0,27 6
Sulfato de quinina 0,509 0,54 5

C. Para poder asignar las sefiales obtenidas en espectrometria de masas MALDI-
ISD para la insulina y el citocromo C (numeral 4), en cualquiera de las tres
matrices empleadas, se realizo la fragmentacion in silico del analito deseado. Por
medio de una herramienta proteGmica brindada por institute for systems Biology.

Se tomo en consideracién que el error de masa no superara los 60 ppm.
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Figura 2: Reporte de iones tedricos de la cadena completa de insulina obtenidos con la

base de datos del Institute for System Biology: Proteomic tools. Disponible en:
http://db.systemsbiology.net:8080/proteomics T oolkit/

Fragment Ion Calculator Results

Sequence: GIVEQCCTSICSLYQLENYCNFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTP
KA. pl: 5.39483

Fragment Ton Table, monoisotopic masses

# A B d X ¥ z £ (+1)
1 38,03442 58,82933 75.85588 - 5762.67133  5745.64478 51
2 143.11848  171.1134¢  188.13895 5731.62913  5705.64387 5688.62332 5@
3 242,18690  270.18181  287.28836 5618.545@7 5592,5658@  5575.53925 49
4 371.22949  399.22440  416.25095 5519.47665 5493,49739  5476.47084 48
5 499,28807  527.28208  544.3@953  53090.43486 5364.45433  5347.42825 47
6  682.29725  630.20217  647.31872 5262.37548  5236,.309622  5219.36967 46
7  7@5.30644  733.30135  750.32799 5150.36630@ 5133.38763 5116.36049 45
8  806.35412  834.34003  851.37558 5@56.35711 5@39,37785 5013.35130 44
5 893.38614  921.38186  938.48761  4055.30944  4920,33017  4912.30362 43
18 1806.47821 1834.45512 1051.49167 4868.27741 4842.29814 4825.27159 42

11 11e9.47939 1137.47451 1154.50886  4755.19334  4720,21408 4712.18753 41
12 1196.51142 1224 .58634 1241.53288 4652.18416 4526, 28489 46@9.17834 48
13 1389.59548 1337.5984@ 1354.61695 4565.15213 4539.17287 4522.14832 39
14 1472.65881 15e@.65373 1517.68828 4452. 86887 4426.088882 4489.86225 38
15 16@@.71739 1628.7123@ 1645 .73885 4289.80474  4263.02547 4245 .99892 37
16 1713.88145 1741.79637 1758.82292 41668.94616 4134, 26698 4117 .94@35 36
17 1842.84485 187@.8389% 1887.86551 4@47.86218 4@21.88283 4984, 85628 35
18 1956.838697 1984 .88185 2@91.90344 3918.8195@a 3892.34024 3875.81269 34
19 2119.95838 2147.94522 2184.97176 38@4.77658 3778.79731 3761.77876 33

28 2222.95944 225@.95448 2267 .98895 3641.71325 3615.73398 3588.70744 32
21 2337.08241 2364.99733 2382.92388 3538.70486 3512.72438a 3495.69825 31
22 2484 .87383 2512.86574 2529.89225 3424 .66114 3398.68187 3381.65532 3a
23 2583.13924 2611.13416 2628.16870 3277.59272 3251.61246 3234.58891 29

.18217 2725.177@8 2742.28363 3178.52431 3152.,54505 3135.5185@ 28
25 2825.244875 2853.23566 287@.26221 3@64.48138 3@38.58212 3@21.47557 27
26 2962, 29966 289@, 29457 Jee7.32112 2936.42281 2218,44254 2893.41699 26
27 3@75.38372 3le3.37864 312e.48518 279936389 2773.38463 2756.35808 25
28 3178.39291 3286.38782 3223.41437 2686.27983 266@.38057 2643.27462 24
29 3235.41437 3263.48928 328@.43583 2583.27064 2557.29138 2548, 26483 23
3e 3322.446049 335@.44131 3367 .46786 2526.24918 2588, 26992 2483.24237 22
31 3459.58531 3487.50822 3584 .52677 2439.21715 2413.23789 2396.21124 21
32 3572.58937 3600.58429 3617.61884 2382.15824 2276.17898 2259.15243 2a

33 3671.65774 3699.65278 3716.67925 2189.87418 2163. 92431 2146.86826 12
34 38e0.70838 3828.69520 3845.72184 2898, 08576 2064, 02653 2846.99955 18
35 3871.73749 3899.73241 3916.75896 196@.96317 1934.98391 1917.95736 17
36 3984.82156 4812.81647 4829.84382 1889.92686 1863.94679 1846.92024 16
37 4147 .88488 4175.87980 4192.9@635 1776.84199 1758.86273 1733.83618 15
38 4260.96895 4288.96386 4365.99841 1613.77867 1587 .79%449 157@.77285 14
39 43608.83730 4388.@2228 4465 .0@5883 15@e. 69468 1474.71534 1457 .68879 13
48 4463 .84655 4491.84146 4568 .06881 1481.62619 1375.64652 1358.62a37 1z
41 4528.86861 4545.86293 4565.08947 1298.617849 1272.63774 1255.61119 11
42 4645, 11868 4677.1@552 4694 13287 1241.59554 1215.61628 1198.58973 1a
43 4885.21171 4833. 20663 485@.23318 1112.55285 1086.57368 1869 .54713
44 4862.23318 4896, 22889 4907 .25464 956.45184 938.,47257 913.44682
45 Sees. 3alsa 5@37.29651 3@54.32386 899.43837 873.45111 856.42456
48 515&.3788l 5184, 326402 5281.39147 752.36196 726.38289 7@9.35615
47 5319.43333 5347.42825 5364.45480 685.29355 579.31428 562.28773
48 542@.48181 5448.47593 5465.58248 442.23022 416.25@95 399.22448
49 5517.53378 5545.52869 5562.55524 341.18254 315.28327 298.17673
50 5645.62874 5673.62365 5690 .65820 244.12978 218.15851 281.12396
51 5716.66585 5744.66877 - 116.83481 98.@5555 73.e2%8
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D.Figura 3. Reporte de iones tedricos del citocromo C, obtenidos con la base de datos del

Institute for System Biology: Proteomic tools. Disponible en:
http://db.systemshiology.net:8080/proteomicsToolkit/

Fragment Ion Calculator Results

Sequence: MGDVEKGEKIFVQEKCAQUCHTVEKGGKHETGPNLHGLFGRETGQAPGESY
TDANKNKGITWGEETLMEYLENPEKEYIPGTEMIFAGIKKKGEREDLIAYL
KKATNE. pl: 9.51893

Fragment Ton Table, monoisotopic masses

Seq # A E] C X v z # (+1)
M 1 184.95344 132.084836 145 .07496 - 11597.06904 11688.84249 105
G 2 161.@87498 189 .86982 286.089637 11592.@8782 11566.02855 11549.80281 184
D E] 276.18185 384.029676 321.12331 11534.98636 11549.06769 11491.98654 103
v 4 375.17826 483 .16518 426.19172 11419.95941 11393.98615 11376.95368 102
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E. De acuerdo con los resultados obtenidos, se observé que los analitos
presentaron mayor fragmentacién con el 1,5-DAN. Por esta razdn y teniendo en
cuenta los factores que influyen en la segmentaciéon ISD, se realizaron cambios en
los tiempos de extraccion de iones en la escala de nano segundos. Se observo
para el caso particular del citocromo C un mejor tiempo para la obtencion de iones
150 ns, (Véase Figura 4).

Figura 4. Espectros de masas MALDI-ISD del citocromo C usando 1,5-DAN como matriz
realizando variacion en los tiempos de extraccién de iones: 10 [A], 30 [B], 60 [C], 100 [D],
150 [E], 200 [F] y 250 ns [G].
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