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Resumen
Titulo: Comparacion de métodos de fragmentacion de péptidos mediante MALDI TOF/TOF
(LIFT Y CID)"
Autor: Paula Camila Bonza Pérez”
Palabras Clave: Fragmentacion de péptidos, Andlisis estructural, Iones fragmento, CID
(Disociacion Inducida por Colision), LIFT (Fragmentacion Inducida por Cambio de Velocidad);
diferente a técnica de fragmentacion inducida por laser.
Descripcion:
Este estudio compara la eficiencia y selectividad de las técnicas de Disociacion Inducida por
Colision (CID) y Fragmentacion Inducida por Cambio de Velocidad (LIFT), diferente a técnica de
fragmentacion inducida por ldser.para el andlisis estructural de dos péptidos de relevancia
biologica, la Sustancia P y la Angiotensina II, utilizando espectrometria de masas MALDI-
TOF/TOF. Las condiciones experimentales, incluyendo la matrix (acido a-ciano-4-
hidroxicindmico) y los parametros instrumentales, se dieron las mejores condiciones
experimentales para maximizar la informacion estructural obtenida. Un andlisis comparativo de
los espectros MS/MS generados por CID y LIFT para ambos péptidos permitié la evaluacion de
las capacidades de cada técnica en términos de cobertura de secuencia y la naturaleza de los iones

fragmento producidos.

* Trabajo de Grado
** Facultad, de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: Herminsul de Jests Cano Calle. Titulo académico
completo de mayor rango: Doctor en Quimica.
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Abstract
Title: Comparison of Peptide Fragmentation Methods using MALDI TOF/TOF (LIFT and CID)"
Author: Paula Camila Bonza Pérez"”
Keywords: Peptide fragmentation, Structural analysis, Fragment ions, CID (Collision-Induced
Dissociation), LIFT (Change of speed-Induced Fragmentation).
Description:
This study compares the efficiency and selectivity of Collision-Induced Dissociation (CID) and
Change of speed-Induced Fragmentation (LIFT) techniques for the structural analysis of two
biologically relevant peptides, Substance P and Angiotensin II, using MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry. Experimental conditions, including the matrix (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)
and instrumental parameters, the best conditions were given to maximize the structural information
obtained. A comparative analysis of the MS/MS spectra generated by CID and LIFT for both
peptides allowed for the evaluation of each technique's capabilities in terms of sequence coverage

and the nature of the fragment ions produced.

*Degree Work
**Faculty of Sciences. School of Chemistry. Chemistry. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Full academic title
of highest rank: Doctor in Chemistry.
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INTRODUCCION

La espectrometria de masas (EM) constituye una técnica analitica de elevada sofisticacion
y versatilidad en la ciencia contemporanea, con aplicaciones que se extienden desde la elucidacion
estructural de compuestos organicos de baja masa molecular hasta la caracterizacion exhaustiva
de biomoléculas complejas. Dentro del espectro de sus metodologias, la espectrometria de masas
MALDI-TOF/TOF (Ionizacién/Desorcion Laser Asistida por Matrix - Tiempo de Vuelo/Tiempo
de Vuelo) se erige como una herramienta en disciplinas como la protedmica, la metabolomica y el
analisis estructural de péptidos. Su capacidad para integrar una ionizacion eficiente y selectiva con
una etapa de fragmentacion controlada posibilita la obtencion de informacion estructural detallada,
esencial para la investigacion de biomoléculas en contextos biologicos y clinicos.

Una de las caracteristicas distintivas de MALDI-TOF/TOF reside en su capacidad para
implementar métodos avanzados de fragmentacion ionica, tales como CID y LIFT. La CID,
extensamente utilizada en diversos analizadores de masas, se fundamenta en colisiones controladas
de iones precursores con moléculas de gas inerte, lo que induce la fragmentacion peptidica y la
generacion de espectros de masas MS/MS informativos. Por su parte, la LIFT, desarrollada
especificamente para instrumentacion Bruker Daltonics, emplea cambio de velocidad para
promover la fragmentacion ionica post-fuente, ofreciendo una alternativa que puede superar a la
CID en términos de selectividad y resolucion espectral bajo ciertas condiciones experimentales.

En este contexto experimental, péptidos de relevancia biologica emergen como sistemas
modelo idéneos para la exploracion y comparacion de estas estrategias de fragmentacion. La
sustancia P, un neuropéptido undecapeptidico, ejerce funciones cruciales en la neurotransmision
nociceptiva y en procesos inflamatorios, erigiéndose como un analito de interés tanto en

neurociencia como en farmacologia. De manera anédloga, la Angiotensina II, un octapéptido
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vasoactivo implicado en la regulacion cardiovascular y la homeostasis hidroelectrolitica,
representa un modelo fundamental para estudios concernientes a patologias cardiovasculares.

Para el acondicionamiento de las muestras, se empled como matrix el acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA), disuelto en una fase movil compuesta por acetonitrilo (ACN), agua
(H20) y acido trifluoroacético (TFA). Adicionalmente, se utilizaron placas MTP AnchorChip 384
TF, las cuales facilitan la concentracion del analito en areas de deposicion definidas, optimizando
la sensibilidad del andlisis. Los pardmetros instrumentales, incluyendo las condiciones de
ionizacion y la adquisicion de espectros de masas, se dieron las mejores condiciones para
maximizar la resolucion y la eficiencia de fragmentacion de los péptidos seleccionados.

El presente estudio tiene como objetivo la evaluacion comparativa de la eficiencia y
selectividad de las técnicas de fragmentacion CID y LIFT en la elucidacion estructural de la
sustancia P y la Angiotensina II. Este andlisis permitird discernir las capacidades inherentes a cada
técnica, proporcionando informacion crucial para la optimizacion de metodologias analiticas
aplicables en investigaciones biomoleculares y futuros desarrollos en el &mbito de la investigacion

clinica y farmacéutica.
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1. OBJETIVO GENERAL

Comparar dos métodos de fragmentacion CID y LIFT en la técnica MALDI TOF/TOF.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar las condiciones experimentales para cada método, como energias de colision o
parametros laser.

Evaluar la especificidad de la fragmentacion, diferenciando entre fragmentos especificos
de la molécula y fragmentos relacionados.

Identificar las limitaciones y ventajas de cada método, como la velocidad de analisis, la
facilidad de implementacion y los costos asociados.

Evaluar y comparar la eficiencia de fragmentacion de las dos técnicas, es decir cual de

ellas producen més fragmentos y de que calidad.
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2. MARCO TEORICO:
2.1. TECNICA MALDI TOF/TOF

A principios de la década de 1990, la ionizacion por desorcion laser asistida por matrix
(MALDI) se consolidé como una técnica de ionizacion suave esencial en espectrometria de masas.
Una ventaja de MALDI esta en su elevada resolucion y la facilidad de implementar colisiones de
alta energia, un aspecto critico en la elucidacioén secuencial de péptidos. La matrix empleada en
MALDI se fundamenta en un compuesto organico solido con la capacidad de absorber radiacion
electromagnética en el rango del laser utilizado. Esta propiedad facilita la dispersion de las
moléculas analiticas mediante co-cristalizacion (Abian, Carrascal, & Gay, 2008). Adicionalmente,
la matrix ejerce un rol fundamental al absorber la energia fotonica del laser, promoviendo
reacciones fotoquimicas que culminan en la generacion de iones moleculares del analito. La
naturaleza pulsada del proceso de ionizacion MALDI exige su acoplamiento a analizadores de
tiempo de vuelo (TOF) para la determinacion de la relacion masa-carga de los iones generados.

La fuente de ionizacion MALDI de extraccion continua opera con fluencias de irradiacion
laser proximas al limite de ablacion y ionizacion, optimizando la preservacion de la resolucion
espectral. La implementacion de la técnica de extraccion retardada, mediante la aplicacion de un
pulso de voltaje retardado en la etapa de aceleracion, contribuye a una mejora sustancial en la
resolucion de masa. Tras permitir la dispersion espacial de los iones en funcidén de sus distintas
energias cinéticas iniciales durante un breve intervalo de tiempo, tipicamente del orden de cientos
de nanosegundos, se aplica un pulso de potencial de aceleracion de alta velocidad. Este
procedimiento estratégico asegura la finalizacion de los procesos fotoquimicos inducidos por el
laser antes del inicio de la aceleracion ionica, garantizando asi la exactitud y exactitud de las

determinaciones de la relacion masa-carga (Brodbelt, 2016; Lammert & Cooks, 1991). Esta
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metodologia minimiza la dispersion energética inicial de los iones, un factor determinante en la
resolucion de los analizadores de tiempo de vuelo.

Figura 1.
Diagrama del sistema ultrafleXtreme MALDI-TOF/TOF

Nota. Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry [Diagrama], por Bruker Daltonics, Inc., 2011.

2.2. DESORCION/IONIZACION Y PAPEL DE LA MATRIX

Figura 2.
Esquema del proceso MALDI-TOF

Laser

@ Molécula analito

O molécula Matrix

Time-of-Flight (TOF) mass
analyzer (drift tube)

ion detector

source

Nota. Tomado de Fundamentos de Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight MS, por Bruker Daltonics, Inc. (2011), FLEXTM
Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry.
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La Figura 2 ilustra esquematicamente el procedimiento integral de un analisis mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. Inicialmente, se prepara una muestra en estado solido
mediante co-cristalizacion con una matrix. Dicha matrix, constituida por moléculas de bajo peso
molecular con alta absortividad en la longitud de onda del laser empleado, desempena un rol
crucial en la eficiencia del proceso de ionizacion. La irradiacion de la muestra con un pulso laser
induce la absorcion de energia por parte de la matrix, desencadenando una rapida desorcion y
ionizacion tanto de las moléculas de la matrix como de las especies analiticas co-cristalizadas. Los
iones moleculares generados son subsiguientemente acelerados mediante la aplicacion de un
campo eléctrico y proyectados hacia el interior de un tubo de vuelo. En este analizador de tiempo
de vuelo, la separacion i6nica se efectiia en funcidon de su relacion masa-carga (m/z), donde iones
con menor m/z alcanzan el detector en un tiempo inferior a aquellos con mayor m/z. Finalmente,
un detector de iones registra el impacto de las especies ionicas, produciendo un espectro de masas
caracteristico de la composicion molecular de la muestra original (Bruker Daltonics, Inc., 2011).

El principio fundamental de la espectrometria de masas MALDI-TOF se basa en la
siguiente secuencia de etapas:

1. Preparacion de la muestra: El analito se mezcla homogéneamente con una matrix
apropiada, seleccionada en funcion de la naturaleza y las propiedades fisicoquimicas del
compuesto a analizar, y la mezcla resultante se deposita sobre un soporte adecuado.

2. lonizacidon: La irradiacion de la muestra con un pulso laser de longitud de onda especifica
induce la desorcion y la ionizacion de las moléculas del analito. La matrix desempefia un
papel crucial al absorber la energia fotonica del laser y facilitar la transferencia de carga a
las moléculas del analito, promoviendo la formacion de iones moleculares,

predominantemente monoprotonados o con aductos metalicos.
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3. Aceleracion: Los iones generados en la fuente de ionizacion son acelerados mediante la
aplicacion de un campo eléctrico de potencial conocido, impartiéndoles una energia
cinética proporcional a su carga.

4. Separacion: Los iones acelerados ingresan a un analizador de tiempo de vuelo (TOF), un
tubo de vacio donde se separan espacialmente en funcidon de su relacion masa-carga (m/z).
A una energia cinética constante, la velocidad de los iones es inversamente proporcional a
la raiz cuadrada de su m/z, lo que permite que iones con menor m/z alcancen el detector en
un tiempo inferior a aquellos con mayor m/z.

5. Deteccion: Los iones separados impactan sobre la superficie de un detector, tipicamente un
multiplicador de electrones o un detector de microcanales, generando una cascada de
electrones y, por ende, una sefal eléctrica cuya intensidad es proporcional a la abundancia
de iones con una determinada relacion masa-carga. El registro de estas sefiales en funcion
del tiempo de vuelo genera el espectro de masas caracteristico de la muestra.

La matrix de uso predominante para el andlisis de péptidos mediante MALDI es el acido
a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA), cuya estructura molecular se representa en la Figura 3. El
CHCA exhibe propiedades fisicoquimicas idoneas para la ionizacion MALDI, caracterizdndose
por una eficiente absorcion de la radiacion laser en las longitudes de onda cominmente empleadas
(tipicamente UV) y por su capacidad para formar co-cristales homogéneos y bien definidos con
una amplia gama de biomoléculas, incluyendo péptidos. Esta co-cristalizacion favorece la
dispersion y el aislamiento de las moléculas del analito dentro de la matrix, facilitando su posterior
desorcion e ionizacidon al ser irradiadas por el laser. Adicionalmente, la acidez del grupo
carboxilico del CHCA contribuye a la protonacién de los péptidos durante el proceso de ionizacion,

generando iones moleculares monoprotonados ([M+H]+), que son tipicamente los mas abundantes
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y los preferidos para el analisis MS. La presencia del grupo Ciano (CN) también influye en las

propiedades de absorcidn y en la eficiencia de la transferencia de energia durante la ablacion laser.

Figura 3.
Estructura quimica del acido o-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA)
O
N OH
CN

HO

Nota. Adaptado de Estructura quimica del dcido o-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), por Sigma-Aldrich, 2024, Sigma-Aldrich.

URL: ¢-Cyano-4-hydroxycinnamic acid - a-CCA, a-CHCA

2.3. FUNDAMENTOS DEL LASER PARA EL ANALISIS
La utilizacion de un laser de Nd: YAG modificado, como el SmartbeamTM/Smartbeam II,
representa un avance significativo en la espectrometria de masas MALDI.

Figura 4.
Laser SmartbeamTM/Smartbeam 11

Nota. Tomado de “Laser SmartbeamTM/Smartbeam II”, por A. Holle, A. Haase, M. Kayser, & J. Hohndorf, 2006, Journal of Mass Spectrometry,
41(6), pp. 705-716.

Este laser destaca por su alta velocidad de disparo, alcanzando hasta 1000 Hz, lo que se
traduce en un aumento significativo en la productividad del andlisis. Su perfil de energia
estructurado, cuidadosamente diseniado, interactia con las matrices utilizadas comunmente,

maximizando la eficiencia de ionizacion. La compatibilidad con todas las matrices desarrolladas


https://www.sigmaaldrich.com/CO/en/substance/acyano4hydroxycinnamicacid1891728166418?srsltid=AfmBOorfmd313OKeXsyS4sIpPklutlWlQUHsJDTrdLM4PyldXxUwKGXy

ANALISIS COMPARATIVO DE FRAGMENTACION PEPTIDICA 22

para laseres de nitrogeno proporciona una gran versatilidad, permitiendo adaptar el analisis a una
amplia gama de muestras. Finalmente, su eficiencia energética contribuye a reducir los costos
operativos y a minimizar el impacto ambiental (Holle et al., 2006).
2.4. FUNDAMENTOS DEL TIEMPO DE VUELO

Tras la etapa de ionizacion mediante desorcion/ionizacion laser asistida por matrix
(MALDI), cuyo principio fundamental radica en la generacion de iones a partir de una muestra co-
cristalizada con una matrix tras la irradiacion laser, los iones moleculares formados son
subsiguientemente acelerados mediante un campo eléctrico hacia un analizador de tiempo de vuelo
(TOF), tal como se esquematiza en la Figura 5:

Figura S.
Esquema del proceso de ionizacion y aceleracion en un espectrometro de masas MALDI-TOF
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Nota, Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry, por Bruker Daltonics, Inc., 2011.
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Figura 6.
lon Source.

Ion source

\“ \‘,‘ \ \L ‘\\ \ I R
| I N ] | SR
> |
, l ‘ 7//‘,/ /‘ | /if"//
Y /‘)J_
\ \T
1 |\ l —
| ‘ \‘ I \‘ i\‘
e | 7
‘ || ‘ /.//‘ | ¢/
/ /“ n / /
\ V] -
TRl ,,
D) 15
)
[ 1iZ) | &
/) ,‘} ‘)*r 4
IS, IS, =

Nota. Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry, por Bruker Daltonics, Inc., 2011.

Los iones generados en la fuente de ionizacion MALDI, ilustrada esquematicamente en la
Figura 6, son acelerados mediante un campo eléctrico hacia un analizador de tiempo de vuelo
(TOF) operado bajo condiciones de alto vacio. Dentro de este tubo de vuelo, la separacion ionica
se efectta en funcion de su relacion masa-carga (m/z). Debido a una energia cinética constante, la
velocidad de los iones es inversamente proporcional a la raiz cuadrada de su m/z, las especies
i6nicas de menor masa-carga alcanzan el detector en un tiempo inferior a aquellas de mayor masa-
carga. Esta diferencia en el tiempo de transito permite la obtencion de un espectro de masas, donde
la posicion de cada pico en el eje de tiempo (convertido a m/z) corresponde a una especie i0nica
especifica, y su intensidad es proporcional a su abundancia relativa. El tiempo de vuelo de un ion
esta directamente relacionado con la raiz cuadrada de su relacion masa-carga. Esta técnica analitica
posibilita la identificacion y cuantificacion de una amplia diversidad de biomoléculas, que abarcan
desde péptidos hasta proteinas de mayor masa molecular.

La extraccion pulsada retardada (Delayed Extraction, DE), también referida como
extraccion pulsada idnica (Pulsed Ion Extraction, PIE), constituye una estrategia instrumental

fundamental en la espectrometria de masas MALDI-TOF para mejorar significativamente la
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resolucion espectral. Como se representa en la Figura 6, durante el proceso de ionizacién inicial
en la fuente MALDI, los iones se forman con una distribucidon inherente de energias cinéticas
iniciales. Esta heterogeneidad energética puede comprometer la resolucion del espectro de masas,
ya que iones con idéntica relacion masa-carga pero con diferentes velocidades iniciales pueden
arribar al detector en instantes distintos.

Para mitigar esta dispersion energética, se implementa la técnica de extraccion pulsada.
Inicialmente, se mantiene un potencial eléctrico nulo o menor entre los electrodos de la fuente de
iones (designados como IS: e IS: en la Figura 6), permitiendo que los iones generados se dispersen
libremente en la region de formacion durante un breve intervalo de tiempo de retardo. Transcurrido
este retardo, se aplica un pulso de alto voltaje a los electrodos de la fuente, generando un campo
eléctrico intenso que acelera los iones hacia el analizador TOF (Holmes, 1985; Gross, 2011). Los
iones mas lentos, que han recorrido una distancia menor desde su punto de formacion durante el
tiempo de retardo, experimentan una aceleracion mayor en el campo eléctrico aplicado, lo que les
permite alcanzar el detector en un tiempo mas similar al de los iones mas rapidos con la misma
relacion masa-carga (Suckau et al., 2003).

Mediante el ajuste preciso del intervalo de tiempo de retardo y la amplitud del pulso de
voltaje aplicado a los electrodos de extraccion, es posible optimizar la focalizacion temporal de
los iones en el detector, obteniendo espectros de masas con una resolucion notablemente superior.
Esta mejora en la resolucion espectral es crucial para la discriminacion e identificacion precisa de
componentes en mezclas complejas, permitiendo la resolucion de picos con diferencias de masa

muy pequenas.
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2.5. FUNDAMENTOS DE LIFT
El modo reflector constituye una técnica instrumental esencial en la espectrometria de
masas MALDI-TOF, empleada para optimizar significativamente la resolucion de masa y la
sensibilidad de la deteccion.

Figura 7.
Esquema del modo reflector en un espectrometro de masas MALDI-TOF
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Nota. La figura muestra el esquema del modo reflector en un espectrometro de masas MALDI-TOF. Los iones son acelerados hacia el reflector,

donde son reflejados y focalizados antes de alcanzar el detector.

Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry, por Bruker Daltonics, Inc., 2011.

El espectrometro de masas MALDI-TOF incorpora una configuracion hibrida que combina
regiones de tiempo de vuelo lineal y reflector para optimizar la separacion y deteccion de iones
moleculares. La Fuente de Iones 1 (IS1), correspondiente a la fuente MALDI, genera iones
mediante la desorcion/ionizacion laser asistida por matrix. Estos iones son inicialmente acelerados
y atraviesan la region lineal del analizador TOF. La Fuente de Iones 2 (IS2), también denominada
celda de re-aceleracion LIFT, puede emplearse para una manipulacion adicional del haz i6nico.

Posteriormente a la region lineal de TOF, los iones ingresan a la region reflectora del
analizador. Esta seccion consiste en un conjunto de electrodos con un gradiente de potencial

eléctrico, cuya funcion es invertir la direccion del movimiento de los iones y dirigirlos nuevamente
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hacia el detector. El reflector compensa las variaciones en las energias cinéticas iniciales de los
iones, lo que se traduce en una mejora significativa de la resolucion de masa y la sensibilidad de
la deteccion. Mediante el control preciso de los voltajes aplicados a los electrodos del reflector, los
iones con diferentes relaciones masa-carga pueden ser enfocados temporalmente en el detector,
generando espectros de masas de alta resolucion (Baumgaertel et al., 2008).

Esta técnica de enfoque idnico simultaneo, tanto espacial como temporal, corrige las
dispersiones en la energia cinética de los iones producidos en la fuente de ionizacion, lo que resulta
en un incremento sustancial de la resolucion y la sensibilidad del espectro de masas obtenido.
Adicionalmente, la implementacion del modo reflector permite el analisis de iones dentro de un
amplio rango de masas, ya que los iones de mayor masa pueden ser reflejados multiples veces
antes de alcanzar el detector, extendiendo el rango dindmico del anélisis.

2.6. FUNDAMENTOS DE CID

Figura 8.
Esquema de etapas de tiempo de vuelo.
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Nota. Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry, por Bruker Daltonics, Inc., 2011.

En la espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF, se implementa una configuracion de
doble analizador de tiempo de vuelo (TOF1 y TOF2) para la ejecucion de experimentos de
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). En la primera etapa de analisis (TOF1), los iones
moleculares generados en la fuente MALDI son acelerados y separados espacialmente en funcion

de su relacion masa-carga (m/z). Durante esta fase inicial, una porcion selecta de los iones
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precursores puede ser inducida a fragmentarse mediante mecanismos como la
desorcidn/ionizacion inducida por laser post-fuente (LIFT) o la disociacion inducida por colision
(CID) (McLafferty et al., 1973; Suckau et al., 2003).

En el contexto de la fragmentacion LIFT, la absorcion de energia fotonica proveniente de
un laser secundario puede inducir la ruptura de enlaces covalentes dentro de la estructura molecular
del ion precursor, generando una serie de iones fragmento caracteristicos. Este mecanismo de
disociacion resulta particularmente eficaz para el analisis secuencial de péptidos, produciendo
predominantemente iones de la serie b e y, los cuales proporcionan informacion estructural esencial
para la determinacion de la secuencia aminoacidica de las proteinas.

Por otro lado, la técnica CID implica la colision de los iones precursores seleccionados con
un gas inerte (comunmente argén o helio) dentro de una celda de colisidon a una energia cinética
elevada. Este proceso de transferencia de energia induce la fragmentacién del ion precursor,
generando un espectro de iones producto que puede incluir una mayor diversidad de fragmentos,
tales como iones internos, ademas de los iones de la serie b e y (Holmes, 1985). Un principio
fundamental en ambos mecanismos de fragmentacién post-fuente es que los iones fragmento
generados conservan la velocidad del ion precursor del cual se originaron. Esta caracteristica
permite que los iones producto sean detectados simultdneamente en la segunda etapa del analizador
de tiempo de vuelo (TOF2), facilitando la correlacion entre el ion precursor y sus fragmentos, lo
que simplifica la interpretacion de los espectros MS/MS vy la elucidacion estructural de los

compuestos analizados.
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Figura 9.
Andlisis de mezcla de tres componentes
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Nota. Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry, por Bruker Daltonics, Inc., 2011.

La Figura 9 ilustra esquematicamente el proceso de fragmentacion secuencial en un
espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF. En esta modalidad de analisis en tdndem, se integra
una configuracion de doble analizador de tiempo de vuelo (TOF1 y TOF2) para la elucidacion
estructural de moléculas (Hokfelt et al., 2001).

Inicialmente, en la primera etapa de andlisis (TOF1), los iones moleculares generados en
la fuente MALDI (Source 1) son acelerados y separados espacialmente en funcion de su relacion
masa-carga (m/z). Seguidamente, un ion precursor especifico de interés (representado por el ion
rojo en la Figura 9) es seleccionado mediante un selector de iones precursor (PCIS) para su

posterior fragmentacion.
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A continuacion, los iones precursores aislados ingresan a una segunda etapa de
manipulacion idnica, denominada LIFT, ubicada en la Fuente de Iones 2. En esta region, los iones
seleccionados experimentan una re-aceleracion y un re-enfoque espacial, lo que contribuye a
mejorar la resolucion del analisis de los iones fragmento.

Finalmente, el conjunto de iones, incluyendo tanto los iones precursores residuales como
los iones fragmento generados durante el proceso de disociacion (ya sea por LIFT u otro método
implementado en la Fuente 2), son dirigidos hacia el analizador reflector TOF2. En esta segunda
etapa de tiempo de vuelo, los iones se separan nuevamente segin su relacidon masa-carga y son
detectados, proporcionando informacién estructural detallada del ion precursor seleccionado
(123RF, n.d.).

2.7. ANCHORCHIP TARGET: ANCLAJE PRECISO DE MUESTRAS

Figura 10.
AnchorChip Tartet.

Nota. Tomado de FLEXTM Series Training Manual for MALDI-TOF Mass Spectrometry, por Bruker Daltonics, Inc., 2011.

La Figura 10 esquematiza el principio fundamental de los soportes AnchorChip™ en
contraste con los soportes metalicos convencionales empleados en espectrometria de masas
MALDI. Los soportes AnchorChip™ se caracterizan por presentar microdreas hidrofilicas

("anclas") delimitadas por una superficie circundante hidrofobica. Durante la deposicion de la
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muestra liquida, las gotas se confinan selectivamente y se concentran de manera auto-organizada
en estas microareas hidrofilicas, actuando como micro-reactores sin paredes fisicas. Esta
disposicion garantiza una alineacion espacial precisa de los puntos de analisis, asegurando que
cada evento de ablacion laser incida exactamente sobre la region de muestra deseada, optimizando
la eficiencia del proceso de adquisicion de datos. Adicionalmente, el efecto de concentracion de
analito que ocurre durante la evaporacion del solvente en el area restringida del ancla conduce a
un incremento en la sensibilidad de la deteccion (Thermo Scientific Chemicals, n.d.). La superficie
hidrofobica que rodea las anclas en los soportes AnchorChip™ exhibe resistencia no solo a
solventes acuosos, sino también a una amplia gama de solventes organicos relevantes en la
preparacion de muestras, lo que los hace particularmente adecuados para el manejo de muestras
con alto contenido organico. Los soportes AnchorChip™ permiten su reutilizacion,
aproximadamente hasta 50 ciclos, siempre que se sigan los protocolos de limpieza y uso
recomendados (Holle et al., 2006).

Para la preparacion de muestras peptidicas destinadas al andlisis MALDI-TOF, se emplea
una solucion matrix basada en 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA) disuelto en una mezcla
optimizada de acetonitrilo, agua y 4cido trifluoroacético (TFA). Se recomienda la aplicacion de la
solucion matrix en volimenes reducidos mediante un sistema de dispensacion de baja velocidad
para favorecer la formacion de cristales finos y homogéneos. En la preparacion de patrones de
calibracion externos, se utiliza una solucidon matrix con una mayor proporcion de agua 'y se mezcla
con un estandar de calibracion peptidico de masa conocida. La implementacion rigurosa de estos
procedimientos de preparacion de muestra es crucial para la obtencion de resultados analiticos de

alta calidad y reproducibilidad en los analisis MALDI-TOF.
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2.8. PEPTIDOS

La fragmentacion de péptidos en espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF constituye
una estrategia analitica esencial para su inequivoca identificacion y caracterizacion estructural.
Los péptidos, en virtud de su naturaleza polimérica y su masa molecular relativamente elevada,
son susceptibles a diversas fragmentaciones a lo largo de su esqueleto peptidico, originando iones
fragmento diagnosticos. Estos iones fragmento, que portan la carga en el extremo amino-terminal
(iones de las series a, b, ¢) o carboxilo-terminal (iones de las series X, y, z), generan un patron de
fragmentacion Unico y caracteristico para cada péptido individual. La técnica MALDI-TOF/TOF
explota estas vias de ruptura selectivas para la determinacion de la secuencia lineal de aminoacidos
que componen un péptido. Mediante la comparacion precisa de la relacidon masa-carga medida de
los iones fragmento con una base de datos tedrica de masas de fragmentos peptidicos, es posible
inferir la identidad y el orden de los residuos aminoacidicos presentes en la secuencia primaria.
Dado que la masa molecular de un péptido es aditiva y corresponde a la sumatoria de las masas de
sus aminoacidos constituyentes, y considerando la naturaleza finita del conjunto de aminoacidos
biologicos, cada péptido exhibe una masa molecular distintiva. Esta propiedad fundamental, en
conjuncion con la informacion estructural detallada proporcionada por los patrones de
fragmentacion inducida, permite la realizacion de un mapeo peptidico de alta exactitud y
confiabilidad. La espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF, al posibilitar tanto la determinacion
precisa de la masa molecular del péptido intacto como la generacion de iones fragmento
informativos mediante técnicas de disociacidon controlada, se ha erigido como una herramienta
indispensable en el campo de la protedmica para la identificacion, caracterizacion y cuantificacion

de proteinas en sistemas bioldgicos complejos (Abidn, Carrascal, & Gay, 2008).
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2.9. SUSTANCIA P

Figura 11.
Estructura de la sustancia P en el modelo esqueleto carbonatado
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Nota. Figura elaborada por el autor (2025).

La Figura 11 ilustra la estructura molecular de la Sustancia P, un undecapéptido de
significativa importancia fisiologica en el sistema nervioso. Se presenta un modelo de esqueleto
carbonado que enfatiza la secuencia lineal de los residuos aminoacidicos y los enlaces peptidicos
que los conectan (Papp et al., 2000; Rupniak et al., 2000). La Sustancia P, inicialmente identificada
en extractos del tracto gastrointestinal, pertenece a la familia de neuropéptidos taquicininas y ejerce
un rol fundamental como neurotransmisor tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en el
sistema nervioso periférico (SNP). Su secuencia aminoacidica, notablemente conservada,
particularmente en la region carboxilo-terminal, subraya su relevancia biologica (Hokfelt et al.,

2001; Hall & Guyton, 2021)
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2.10. ANGIOTENSINA II

Figura 12.
Estructura de la Angiotensina II en el modelo esqueleto carbonatado.
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Nota. Figura elaborada por el autor (2025).

La Figura 12 ilustra la estructura molecular de la Angiotensina II (Ang II), un octapéptido
con la secuencia aminoacidica Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe, desempefia un papel central en
la regulacion quimio-fisiologica de la presion arterial y la homeostasis cardiovascular. Es un
regulador crucial y multifuncional del sistema cardiovascular y renal. Como potente
vasoconstrictor, eleva rapidamente la presion arterial al estrechar los vasos sanguineos. Sus efectos
sobre el equilibrio hidrico y electrolitico incluyen la estimulacion de la liberacion de aldosterona,
lo que resulta en una mayor reabsorcion renal de sodio y agua, y la induccion de sed y liberacion
de vasopresina, contribuyendo colectivamente a la regulacion del volumen sanguineo. Ademas, la
Ang I participa activamente en la remodelacion cardiovascular al promover el crecimiento celular
y la fibrosis en tejidos cardiacos y vasculares, exhibe propiedades proinflamatorias y pro-
oxidativas mediante la induccion de ROS y citocinas inflamatorias, y modula la actividad del
sistema nervioso simpatico y el reflejo barorreceptor, consolidando su papel fundamental en el

mantenimiento de la presion arterial y la homeostasis de fluidos.



ANALISIS COMPARATIVO DE FRAGMENTACION PEPTIDICA 34

3. INSTRUMENTACION Y MATERIALES

Se empled un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF Ultraflex III (Bruker Daltonics)
equipado con un laser Nd: YAG y una célula de colision para la adquisicion de datos. Todos los
analisis se realizardn en modo reflector positivo.

Para la preparacion de las muestras, se utilizaron los siguientes materiales: péptido
estandar, micropipeteador, tubos Eppendorf, centrifuga, sonicador, vortex, acido alfa-ciano-4-

hidroxicinamico (CHCA) como matrix y placas AnchoTarget.

4. METODOLOGIA:

4.1. SELECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS
Péptidos: Se seleccionaron Angiotensina I (DRVYIHPF) y sustancia P

(RPKPQQFFGLM) como analitos modelo.

4.2. PREPARACION DE LA MATRIX:

Se prepard una solucion de matrix CHCAA a una concentracion de 10 mg/mL en un
solvente compuesto por 30% de Acetonitrilo y 70% de agua acidificada con acido TFA al 0,1%
(v/v).

Se tom6 0,5 pL de esta solucion y luego pasd por un bafio de ultrasonido (modelo
Elmasonic Easy 10H, Elma Schmidbauer GmbH, Alemania) durante 5 minutos a temperatura
ambiente para garantizar una disolucién completa de la matrix.

La solucion se centrifug6 a 10,000 RPM durante 5 minutos para eliminar cualquier

particula insoluble.
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4.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS:
Se tomaron 0,5 pL de la solucion de péptido estandar (Angiotensina II o Sustancia P) y se
mezclaron con 0,5 puL de la solucion de matrix en un nuevo tubo Eppendorf.
La mezcla se lleva a un vortex (modelo Vortexer, Heathrow Scientific, USA) brevemente para

homogeneizarla antes de depositar 0,5 pL de la muestra en el portamuestra de una placa MTP

AnchorChip 384 TF.

4.4. OBTENCION DE PARAMETROS INSTRUMENTALES

Para encontrar los mejores pardmetros de adquisicion de datos, se empled un espectrometro
de masas MALDI-TOF/TOF en modo reflectron positivo. Se utilizaron placas MTP AnchorChip
384 TF para la deposicion de muestras. Los parametros de ionizacion se ajustaron cuidadosamente
para ambos péptidos, considerando sus caracteristicas particulares. En cuanto a la fragmentacion,
se ajusto la energia de colision en el modo CID para cada péptido, y se ajusto la potencia del laser
IR en el modo LIFT para alcanzar la excitacion vibracional necesaria. Los parametros del
reflectron se ajustaron de manera especifica para la Angiotensina II (15 kV) y la sustancia P (13.70
kV en modo CID y 14.65 kV en modo LIFT), con el objetivo de obtener la mejor resolucion de los
fragmentos. En todos los casos, se utilizo un laser Smartbeam en modo ultra y se activo el choque

con gas argon en el modo CID.

4.5. ADQUISICION DE DATOS
Se adquirieron espectros de masas de alta resoluciéon en modo MS y MS/MS para ambos
péptidos, utilizando tanto CID como LIFT. Se prestaron especial atencion a las regiones de los

espectros donde se esperaban los fragmentos més caracteristicos.
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4.6. ANALISIS DE DATOS
Para la identificacion de los péptidos y sus fragmentos, se emplearon bases de datos
especializadas y software de busqueda. Los espectros obtenidos se compararon con las secuencias
conocidas de la Angiotensina Il y la sustancia P. Adicionalmente, se realizé un analisis comparativo
de la eficiencia de fragmentacion de las técnicas CID y LIFT, evaluando tanto la cantidad como la
intensidad de los fragmentos generados para cada péptido. Los patrones de fragmentacion
obtenidos se contrastaron con los reportados en la literatura, permitiendo una caracterizacion mas

exacta de los péptidos estudiados.

5. RESULTADOS

5.1. ESPECTRO MALDI-TOF/TOF DEL ESTANDAR EN LA IDENTIFICACION DE
ANGIOTENSINA I1' Y SUSTANCIAP.

El espectro de masas MALDI-TOF/TOF, ilustrado en la Figura 13, fue adquirido del

péptido estandar de referencia, fundamental para la identificacion y seleccion de las especies

peptidicas de interés, la Angiotensina II y la Sustancia P.
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Figura 13.
Espectro de masas en MALDI TOF/TOF del péptido estandar [Espectro].
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Nota. Elaboracion propia a partir de resultados experimentales (Autor, 2024).

En este espectro masico, se manifiesta un perfil i6nico complejo, donde cada senal
corresponde a una especie molecular ionizada presente en la matrix analitica. Con base en los
calculos tedricos, la Angiotensina II y la sustancia P exhiben masas moleculares nominales de
1046.54 Day 1347.74 Da, respectivamente (Hoofnagle, 2010; Thermo Scientific Chemicals, n.d.).
La confrontacion de estos valores tedricos con el espectro experimental derivo en la identificacion
de las siguientes sefiales ionicas, presumiblemente correspondientes a los iones moleculares
monoprotonados [M+H]+ dentro del rango de masas explorado:

Angiotensina II. Se detectd una senal i6nica en m/z 1046.035, exhibiendo una
concordancia elevada con el valor tedrico, con una discrepancia de aproximadamente 0.5 Da. Esta
minima desviacion podria ser consecuencia de la exactitud instrumental, la distribucion isotopica
natural de los elementos constituyentes y potenciales errores sistematicos inherentes al proceso de

calibracion del espectrometro de masas.
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Sustancia P. Se identificé una sefial i6nica en m/z 1348.117, mostrando asimismo una
proximidad significativa al valor tedrico, con una diferencia de alrededor de 0.4 Da. Esta ligera
variacion es comparable a la observada para la Angiotensina II.

Tras la identificacion de los péptidos de interés, se procedio a su aislamiento idnico para el
subsiguiente analisis estructural mediante las técnicas de (CID) y LIFT La implementacion del
modo reflectron positivo asegur6 la obtencion de datos con elevada resolucion en masa, crucial
para la asignacion precisa de las masas de los iones moleculares precursores y sus correspondientes
iones fragmento, gracias a la mejora en el enfoque de los iones. La fragmentacion mediante CID,
tipicamente empleando un gas de colision inerte como el argén, y la técnica LIFT generan una
serie de iones fragmento que permiten inferir la secuencia de aminodcidos de los péptidos

analizados, proporcionando informacion estructural detallada (Harrison et al., 2004).

5.2. ELANALISIS MALDI-TOF/TOF SOBRE LA IDENTIFICACION PEPTIDICA

ENTRE LOS VALORES TEORICOS Y EXPERIMENTALES.

El analisis espectrométrico de masas MALDI-TOF/TOF suministrd informacion
preliminar esencial correspondiente a la composicion de la muestra, permitiendo la confirmacion
de la presencia de los péptidos objetivo. La elevada concordancia observada entre los valores
teodricos y experimentales de las masas moleculares evidencia la calidad de los datos adquiridos y
la robustez de la identificacion peptidica.

La Figura 14 ilustra un esquema detallado de los principales sitios de escision de la
Angiotensina II, un octapéptido de significativa importancia biologica. Cada residuo aminoacidico
dentro de la secuencia peptidica se representa mediante un conjunto de &tomos con designaciones
alfanuméricas (X, y, z y a,b,c). Esta nomenclatura facilita la identificacion de los diversos tipos de

iones fragmento generados durante el proceso de disociacion (Ambihapathy et al., 1997).
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Los enlaces peptidicos, responsables de la concatenacion de los aminoacidos, constituyen
los puntos labiles donde la molécula experimenta fragmentacion. Las lineas verticales cromaticas
que interconectan las etiquetas sefalan los potenciales sitios de ruptura, dando origen a iones con

variaciones en masa y carga.

5.3. IONES

5.3.1. IONESX, Y, Z

e IONES X: Estas especies ionicas se originan mediante la fragmentacion del enlace
peptidico por la region carboxilo-terminal (lado C-terminal), reteniendo el fragmento
resultante el oxigeno carbonilico (C=0) del enlace escindido.

e IONES Y: Estos iones se generan cuando la disociacion del enlace peptidico ocurre por la
region amino-terminal (lado N-terminal), conservando el fragmento el &tomo de nitrogeno
(N) del enlace roto.

e IONES Z: Estos fragmentos ionicos comprenden el extremo carboxilo-terminal (C-
terminal) y una porcidn de la estructura del esqueleto peptidico-carboxilo (C-terminal), y
el fragmento resultante retiene el oxigeno carbonilico (C=0) del enlace roto.

5.3.2. IONES a, b, c:

e JONES a: Estas especies 10nicas presentan analogia estructural con los iones b,
diferencidndose por la pérdida de una molécula de monoxido de carbono (CO).

e IONES b: Estos iones se producen por la escision del enlace peptidico en la region
amino-terminal (lado N-terminal), reteniendo el grupo carbonilo (C=O) del enlace
fragmentado.

e JONES c: Estos iones exhiben similitud estructural con los iones y, caracterizandose por

la pérdida de una molécula de amoniaco (NH3).
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5.4. IDENTIFICACION PRIMARIA DE LA COMPOSICION AMINOACIDICA
MEDIANTE EL ANALISIS DE IONES AMONIO

Figura 14.
Espectro de masas en MALDI TOF/TOF del péptido estandar [Espectro].

Name 3;1§;§r 1;1;‘;‘231‘ R;i:::e Imﬂ;gimm Related ions Composition
Alanine Ala A 71.03711 44 C;H:NO
Arginine Arg R |156.10111| 129 59,70,73,87,100,112 | C4H,,N,0

Asparagine Asn N 114.04293 87 70 C4HgN.O4
Aspartic Acid | Asp D 115.02694 g8 70 CH:NO;
Cysteine Cys C 103.00919 76 C;H;NOS
Glutamic Acid| Glu E 129.04259 102 CsH;NO;
Glutamine | Gln Q |12805858| 101 56,384,129 CsHN,0,

Glycine Gly G 57.02146 30 C,H:NO

Histidine His H 137.05891 110 82,121,123,138,166 CsH/N;O

Isoleucine Ile I 113.08406 86 44,72 CsH,;NO
Leucine Leu L 113.08406 g6 44,72 CeH,;;NO
Lysine Lys K |12809496| 101 70,84,112,129 C4H;;N,0
Methionine Met M 131.04049 104 6l CsH,NOS
Phenyalanine | Phe F 147.06841 120 91 CoH;NO
Proline Pro P 97.05276 70 CsH,NO
Serine Ser 5 87.03203 60 CsH;NO,
Threonine Thr T 101.04768 74 CH;NO,
Tryptophan Trp W 186.07931 159 11,117,130,132,170,100 | C,;H;(N,O
Tyrosine Tyr Y 163.06333 136 91,107 CsHNO,
Valine Val v 9906841 72 44,55,69 CsHgINO

Nota. De Interpretacion de los espectros de masas en tandem de disociacion inducida por colision de péptidos (Papayannopoulos, 1995), Mass

Spectrometry Reviews.

La Figura 14 ilustra un aspecto crucial en la identificacion primaria de la composicion
aminoacidica de péptidos mediante espectrometria de masas: el analisis de los iones imonio. Estos
iones diagnosticos son fragmentos de baja masa/carga (m/z) que se generan preferencialmente
durante la disociacion de péptidos, al romperse los enlaces de la cadena lateral de residuos

aminoacidicos especificos.
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La presencia de sefiales i6nicas con valores de m/z caracteristicos para cada residuo de
aminoacido constituyente en el espectro de masas en tdandem proporciona informacion preliminar
invaluable sobre la composicion elemental del péptido.

La identificacién y cuantificacion de estos iones imonio no solo confirman la presencia de
ciertos aminoacidos en la secuencia peptidica, sino que también pueden inferir su abundancia
relativa. Esta estrategia diagnoéstica, al proporcionar una "huella dactilar" aminoacidica de baja
masa, se establece como una herramienta preliminar eficaz para guiar la inferencia de la secuencia

primaria de péptidos a partir de los datos espectrométricos de masa.

5.5. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (a,b,¢) Y (X, Y, Z) DE
LA ANGIOTENSINA 1I

5.5.1. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (a) Y (X)

Tabla 1.
Estructura quimica de los fragmentos aX de los aminodacidos de la Angiotensina 11
SEQ # a X #
D 1 Hij/,,,” / \t/ N . 8
o o, q& /ik <K e :
Peso Molecular: 88,03935 Peso Molecular: 1046,20
DR 2

o

HANG oo HNT___oRH,
r T 7
At A on
"
o
a o o o N o
¥ B ¥ 4
© o o

!

Peso Molecular: 244,14 Peso Molecular: 957,49
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DRVY

o

o

NS oA
4 \“T/ o
N on
o
o o
N
: i .
i, R, y N
N N H
o o
.
H

Peso Molecular: 506,27 Peso Molecular: 702,32

DRVYIH 6 HINQ\E;‘,-.:N, ) :

Peso Molecular: 756,41
Peso Molecular: 426,17
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DRVYIHPF 8

Peso Molecular: 1046,20

o

|k o
N
H

(0]

Peso Molecular: 191,19

Nota. Autor. (2024). Adaptado de “Why Are B lons Stable Species in Peptide Spectra?”, por Yalcin, T., Khouw, C., Csizmadia, I. G., Peterson, M.
R., & Harrison, A. G., 1995, Journal of the American Society for Mass Spectrometry.

5.5.2. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (b) Y (Y)

Tabla 2.
Estructura quimica de los fragmentos bY de los amiacidos de la Angiotensina I1
SEQ # b Y #
D 1 O N‘NTVQN‘ i W
i, Voo
3 //,,“‘ ¢ ; <L
o

Peso Molecular: 1046,54183

Peso Molecular: 116,03426

DR 2 \T/ e i
. é $ | QE) :

Sl Peso Molecular: 931,51489

Peso Molecular: 255,895
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WL oAy
4 T
h oH
o o
HaNy,, L.,
N [ N |
o o °
o

Peso Molecular: 534,26712 Peso Molecular: 676,34537

DRVYIH 6 \T/ m W : 3
o )i; o $/ . ,/> ,N /> )

Peso Molecular: 784,41009 Peso Molecular: 400,19797

DRVYIHPF 8

<]

Peso Molecular: 1028,53127 Peso Molecular: 166,9863
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Nota. Autor. (2024). Adaptado de “Why Are B lons Stable Species in Peptide Spectra?”, por Yalcin, T., Khouw, C., Csizmadia, I. G., Peterson, M.
R., & Harrison, A. G., 1995, Journal of the American Society for Mass Spectrometry.

5.5.3. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (¢) Y (2)

Tabla 3.
Estructura quimica de los fragmentos cZ de los amiacidos de la Angiotensina I1.
SEQ # c Z #
D 1 i 8
Ha,, .
- NH; iy g
g
L0 W Eliglars R U Peso Molecular: 1029,51638
DR 2 7

| /5 SIS
¢ be

Peso Molecular: 914,48944

Peso Molecular: 272,16192

DRV 3 e $ Q?J $ 6
q‘:" ’ /6\ Peso Molecular: 758,38833

Peso Molecular: 370,23034
M;\} . . 5

Peso Molecular: 659,31991

DRVY 4

Peso Molecular: 551,29367
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DRVYI 5 \T/ NH :
)i;m $/DH O ggq) D V

Peso Molecular: 664,37773 Peso Molecular: 496,25659

DRVYIH 6 Peso Molecular: 801, 43664 , > ;

¢/ |

Peso Molecular: 383,17252

DRVYIHP 7 o M 2
Peso Molecular: 898,5894 Peso Molecular: 246,11361

DRVYIHPF 8 1

¢ )\* T ¢ O Peso Molecular: 149,06085

Peso Molecular: 1046,20

Nota. Autor. (2024). Adaptado de “Why Are B lons Stable Species in Peptide Spectra?”, por Yalcin, T., Khouw, C., Csizmadia, I. G., Peterson, M.
R., & Harrison, A. G., 1995, Journal of the American Society for Mass Spectrometry.

5.6. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (a,b,c) Y (X, Y, Z) DE
LA SUSTANCIA P
5.6.1. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (a) Y (X)

Tabla 4.
Estructura quimica de los fragmentos aX de los amiacidos de la Sustancia P

SEQ # a X #
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RP 2

g

n,ﬁ—j:;‘&ut

Peso Molecular: 226,16628

Peso Molecular: 1218,59763

RPKP 4

HN):;NN b

Peso Molecular: 993,44991

Peso Molecular: 451,31401

RPKPQQ 6

Peso Molecular: 768,33857

Peso Molecular: 707,43116
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RPKPQQF 7 N QY o a g o $ /¢ Q 5
H)m\w L. o ~
Peso Molecular: 854,49958 ~ Peso Molecular: 640,27999
RPKPQQFF 8 ~Q =y g u J)O 4
Peso Molecular: 1001,56799 |
Peso Molecular: 493,21158
RPKPQQFFG 9 3

Peso Molecular: 1058,58945 Peso Molecular: 346,14316

RPKPQQFFGL 10 ﬁ@iqr ig%g%ﬁ L)i;& 2

Peso Molecular:1171,67352
Peso Molecular: 289,1217

RPKPQQFFGLM 11 Peso Molecular: 1302,714 o 1
™~

176,03764

Nota. Autor. (2024). Adaptado de “Why Are B lons Stable Species in Peptide Spectra?”, por Yalcin, T., Khouw, C., Csizmadia, 1. G., Peterson, M.
R., & Harrison, A. G., 1995, Journal of the American Society for Mass Spectrometry.

5.6.2. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (b) Y (Y)

Tabla 5.
Estructura quimica de los fragmentos bY de los amiacidos de la Sustancia P.

SEQ # b Y #
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T RS

Peso Molecular: 1192,61837
Peso Molecular: 254,1612

Peso Molecular: 47930892 Peso Molecular: 967,47064

RPKPQQ 6

CEE et

Peso Molecular: 735,42608 Peso Molecular: 742,3593
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RPKPQQFF 8 iflriqfig%ﬁ@ )#@A)i;& 4

Peso Molecular: 1029,5629
Peso Molecular: 467,23231

RPKPQQFFG 9 ﬁﬁ@ii%@ %éﬁ :

Peso Molecular: 1086,58437
Peso Molecular: 320,1639

RPKPQQFFGL 10 a2 Q 2
Peso Molecular: 1199,66843 o

Peso Molecular: 263, 14244

RPKPQQFFGLM 11  Peso Molecular: 1330,70892 <}\ 1

s

N

Peso Molecular: 150,05837

Nota. Autor. (2024). Adaptado de “Why Are B lons Stable Species in Peptide Spectra?”, por Yalcin, T., Khouw, C., Csizmadia, 1. G., Peterson, M.
R., & Harrison, A. G., 1995, Journal of the American Society for Mass Spectrometry.

5.6.3. ESTRUCTURA CARBONATADA DE LOS FRAGMENTOS (c) Y (2)

Tabla 6.
Estructura quimica de los fragmentos cZ de los amiacidos de la Sustancia P.
SEQ # c Z #
R 1 Peso Molecular: 174,13498 Peso Molecular: 1331,69403 11

RP 2 ﬁt@\( | igﬁ(i E(%g?%#& )

Peso Molecular: 1175,59292
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Peso Molecular: 271,18774

RPKP 4 496,33547 Peso Molecular: 95044519 8

R P K P QQ 6 . ) E‘:“”‘ o NH, 6
itqu/ an:qfk,in I s . H\”’ H N : \)L" $ N o ]
Nz':):;iw. L o S, ° © °

Peso Molecular: 752,45263 Peso Molecular: 72533385

RPKPQQFF 8 «#ﬁiq(ig%ﬁ E?%#ﬁ ’

Peso Molecular: 1046,58945
Peso Molecular: 450,20686
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RPKPQQFFGL 10 . Q. g Iﬂkﬁ Gl 2
ey o

~

Peso Molecular: 1216,69498

Peso Molecular: 246,11698

Nota. Autor. (2024). Adaptado de “Why Are B Ions Stable Species in Peptide Spectra?”, por Yalcin, T., Khouw, C., Csizmadia, I. G., Peterson, M.
R., & Harrison, A. G., 1995, Journal of the American Society for Mass Spectrometry.
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5.7. ANALISIS DE FRAGMENTACION DE ANGIOTENSINA II MEDIANTE
MALDI-TOF/TOF-LIFT
Figura 15.

Esquema de Fragmentacion de la Angiotensina Il en Espectrometria de Masas MALDI-
TOF/TOF [Diagramal].

v

X7 7 7 Wb yb 6 x5 y5 5 x4 yd 4 x3 y3 3 w2 y2 g2 ®1 oyl I

HINS LM,

H |9 H

H+z"—‘:,,_ L‘(n‘
H )

A

al b ¢1 a2 b2 ¢2 a3 b3 c3 a4 b4 c4 a5 bs 5 af b6 o6 aT b7

rl
-

Nota. Figura elaborada por el autor (2025).

En la Figura 16 se presenta el espectro de masas donde se evidencian sefiales idnicas
correspondientes a iones imonio de diversos aminoacidos que conforman la Angiotensina II
(DRVYIHPF). Se observa una senal en m/z 110.069, designada como H, la cual presenta una alta
correlacion con la masa teodrica del ion imonio de Histidina (m/z 110.07). Adicionalmente, se
identifica una sefal en m/z 129.185, rotulada como R, proxima a la masa teérica del ion imonio de
Arginina (m/z 129.11). Una sefial designada como V se detecta cercana a la masa teodrica del ion
imonio de Valina (m/z 72.08). La sefial etiquetada como Y en m/z 136.217 exhibe concordancia

con la masa tedrica del ion imonio de Tirosina (m/z 136.08). Se observa una sefial rotulada como
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I en m/z 84.095, aunque con una ligera desviacion respecto a la masa teorica del ion imonio de

Isoleucina (m/z 86.10). Una sefial designada como P en m/z 70.253 coincide con la masa teorica

del ion imonio de Prolina (m/z 70.07). No se detecta una sefial etiquetada que corresponda a la

masa teorica del ion imonio de Fenilalanina (m/z 120.08). La deteccion de sefiales idnicas

correspondientes a los iones imonio de Histidina, Arginina, Valina, Tirosina, Isoleucina y Prolina

robustece la identificacion de fragmentos del péptido Angiotensina II en el espectro analizado

(Ambihapathy et al., 1997; Harrison et al., 2004).

Figura 16.

Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andlisis LIFT de la composicion de aminodcidos de

angiotensina 1l [Espectro].

H
110.069

20001

15001

39.484
10001

70.253

5001

84.095

_wtkmuﬁu\.,u\t

n. hiaiel wd

R

129.185

Y
136.217

212.861
170.602 195.681

255.896

235.955

=L
Al kLM'LL‘*NMw‘&wl'lkmrj\\‘h.l.‘ui\v_\uw'l,\ALv\‘l\ll't\i\!J 'L\'\‘L\‘ﬂp \\\l} \“'I\Jt'-‘f'-\'\h

263.935

+MG, Smoothed (0.20,1,GA]

|
| 272.807

l 295.197

\‘\M“.\:‘\\\'

50

150

m/3

Nota. Figura elaborada por el autor (2025).

La Figura 17 ilustra el espectro de masas MALDI-TOF/TOF resultante de la fragmentacion

de Angiotensina II mediante la técnica LIFT. En este espectro, cada sefial ionica representa un

fragmento peptidico con una relacion masa-carga (m/z) especifica. La sefial de mayor abundancia,

localizada en la region de m/z superior, corresponde al ion molecular precursor del péptido intacto.

Las senales de menor m/z representan los iones fragmento generados por la escision de los enlaces
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peptidicos. La técnica LIFT, mediante la utilizacién de un laser infrarrojo, induce una disociacion
controlada del péptido, posibilitando la elucidacion de la composicion aminoacidica. El analisis
exhaustivo de este espectro, en conjunto con la informacion proporcionada por la tabla de masas
de aminodcidos derivatizados, permitira la determinacion precisa de la secuencia de aminoacidos
de Angiotensina Il y la evaluacion comparativa de la eficiencia de la técnica LIFT frente a otras
metodologias de fragmentacion (Harrison et al., 2004; Good et al., 2013).

Figura 17.
Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andlisis LIFT de la Angiotensina II [Espectro].
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Nota. Figura elaborada por el autor (2025).

Figura 18.
Valores de masa-carga (m/z) tedricos y experimentales de fragmentos a y X de angiotensina Il en
analisis LIFT, con cadlculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # a (tedrico) a (experimental) % error X (tedrico) |X (experimental) % error #
D 1 88,03935 87,883 0,177591043 0 0 0 8
R 2 244,14 226,965 + 17 0,071680184 957,49 944,839 + 17 0,454208399 7
\Y 3 343,2 326,193 + 17 0,002039627 801,39 805,471 0,509240195 6
Y 4 506,27 504,069 0,434748257 702,32 700,058 0,322075407 5
| 5 619,35 618,316 0,166949221 539,26 532,084 1,330712458 4
H 6 756,41 752,987 0,452532357 426,17 422,133 0,947274562 3
P 7 853,46 854,665 0,14118998 289,11 285,5 1,24865968 2
F 8 1000,53 1008,402 0,786783005 192,66 195,681 1,568047337 1
PROMEDIO % ERROR 0,279189209 PROMEDIO % ERROR 0,797527255

Nota. Elaborado por el autor (2025). Algunos valores pueden ganar agua o perder amoniaco durante su fragmentacion.
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El andlisis de los iones fragmento de tipo a, obtenidos mediante la técnica LIFT en el
espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF para el péptido Angiotensina II (DRVYIHPF) y
compilados en la Tabla 1, revela una concordancia sobresaliente entre las masas tedricas y
experimentales. Los porcentajes de error individuales para cada ion fragmento a son notablemente
bajos, manteniéndose consistentemente por debajo del 1%. Este hallazgo sugiere una
fragmentacion y deteccion de alta exactitud para estas especies idnicas. El valor promedio del
porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos a se sitia en 0.32%, lo que denota una
elevada fiabilidad en la determinacion de sus masas y una minima desviacion sistematica.

En lo concerniente a los iones fragmento de tipo X, el andlisis también exhibe una
correlacion favorable entre las masas tedricas y experimentales, aunque con una variabilidad
ligeramente superior en comparacion con los fragmentos a. Los porcentajes de error individuales
para los fragmentos X son generalmente bajos, si bien se aprecian valores marginalmente mas
elevados en relacion con los fragmentos a. El porcentaje de error promedio para los fragmentos X
asciende a 0.80%, lo que indica una exactitud razonable en la deteccion de estas especies i0nicas,
aunque con una mayor dispersion en los datos respecto a los fragmentos a.

Considerando la potencial influencia de una descalibracion instrumental, los resultados
sugieren que, si bien podria existir una contribuciéon minima, no se erige como el factor
predominante en las discrepancias observadas, particularmente en el caso de los fragmentos a,

donde la exactitud demostro ser considerablemente alta (Harrison et al., 2004; Yu et al., 1993).
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Figura 19.

Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos b e Y de angiotensina Il en

analisis LIFT, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # b (tedrico) b (experimental) % error Y (tedrico) |Y (experimental) % error #
D 1 116,03426 115,081 0,821533226 | 1046,54183 1046,55 0,000780666 8
R 2 272,13537 255,895 + 17 0,279136813 931,51489 933,346 0,196573347 7
Y 3 371,20379 353,768 + 17 0,117399125 775,41378 776,016 0,077664341 6
Y 4 534,26712 532,084 0,408619568 676,34537 676,804 0,06781003 5
| 5 647,35118 647,589 0,036737401 513,28204 514,096 0,158579482 4
H 6 784,41009 787,379 0,378489522 400,19797 398,73 0,366810956 3
P 7 881,96286 881,003 0,108832247 263,13906 263,934 0,302098822 2
F 8 1028,53127 1032,739 0,409100834 166,9863 166,602 0,23013864 1

PROMEDIO % ERROR 0,319981092 PROMEDIO % ERROR 0,175057036

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El andlisis de los iones fragmento de tipo b e y obtenidos para la angiotensina II arroja
errores porcentuales promedio de 0.328% para los fragmentos b y 0.175% para los fragmentos y,
lo que denota una concordancia general aceptable entre los valores tedricos y experimentales,
aunque ligeramente inferior para los iones b. Considerando la secuencia de la angiotensina II
(DRVYIHPF), los fragmentos b que presentan mayor significancia para la elucidacion de la
secuencia, debido a su masa, son aquellos que incorporan residuos aminoacidicos con masas
elevadas, tales como Arginina (R, m/z teérico 255.135), Tirosina (Y, m/z teorico 534.267) y
Fenilalanina (F, m/z tedrico 1028.531). De manera analoga, para los fragmentos y, los iones que
comprenden estos aminodcidos desde el extremo carboxilo-terminal (C-terminal) resultan
igualmente cruciales, como los fragmentos y que terminan en Fenilalanina (F, m/z teorico
166.986), Prolina-Fenilalanina (PF, m/z teérico 263.139) e Histidina-Prolina-Fenilalanina (HPF,
m/z teorico 400.198). La identificacion precisa de estos fragmentos clave, a pesar de los errores
menores observados que podrian atribuirse a factores como una leve descalibracion del
instrumento, es esencial para la confirmacién de la secuencia peptidica y la verificacion de la
presencia de los aminoéacidos distintivos en la angiotensina II (Harrison et al., 2004; Yu et al.,

1993).
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Figura 20.

Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos c y Z de angiotensina Il en

analisis LIFT, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # c (tedrico) c ( experimental) % error Z (tedrico) |Z (experimental) % error #
D 1 133,06081 136,217 2,371990671 | 1029,51638 1032,739 0,313022703 8
R 2 272,16192 272,808 0,237388096 914,48944 913,812 0,074078493 7
\' 3 370,23034 371,626 0,376970726 758,38833 760,625 0,294924106 6
Y 4 551,29367 547,33 0,718976149 659,31991 660,787 0,222515653 5
| 5 664,37773 665,892 0,227923052 496,25659 500,192 0,793019192 4
H 6 801,43664 805,471 0,50339101 383,17252 382,107 0,278078397 3
P 7 898,5894 896,8 0,199134332 246,11361 243,895 0,901457664 2
F 8 0 0 0 149,06085 140,303 5,875352247 1

PROMEDIO % ERROR 0,579471755 PROMEDIO % ERROR 1,094056057

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El andlisis de los iones fragmento de tipo c, generados mediante la técnica LIFT en el
espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF para el péptido Angiotensina II (DRVYIHPF), revela
una concordancia aceptable entre las masas tedricas y experimentales. Los porcentajes de error
individuales para cada ion fragmento c son generalmente bajos, situdndose mayoritariamente por
debajo del 1%. Se observa una desviacion ligeramente superior para el fragmento c
correspondiente al residuo de Acido Aspartico (D), con un error del 2.37%. El valor promedio del
porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos ¢ es de 0.58%, lo que indica una exactitud
razonable en la determinacion de sus masas, aunque con una dispersion ligeramente mayor en
comparacion con los fragmentos a y b previamente analizados.

En lo referente a los iones fragmento de tipo z, el andlisis exhibe una correlaciéon moderada
entre las masas tedricas y experimentales, aunque con una mayor variabilidad en los porcentajes
de error en comparacion con los fragmentos c. Los errores individuales oscilan entre un 0.07%
para el residuo de Arginina (R) hasta un notable 5.88% para el residuo de Fenilalanina (F). El
porcentaje de error promedio para los fragmentos z se eleva a 1.09%, lo que sugiere una menor
exactitud en la deteccion de estas especies io6nicas y una mayor dispersion en las mediciones. El

error particularmente elevado observado para el fragmento z de Fenilalanina podria ser indicativo
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de una inestabilidad especifica de este ion o de dificultades inherentes a su deteccion bajo las
condiciones experimentales empleadas (Harrison et al., 2004; Yu et al., 1993).

Considerando la potencial influencia de una descalibracion del instrumento, los resultados
sugieren que podria estar contribuyendo a las discrepancias observadas, especialmente en el caso
de los fragmentos z, donde la exactitud es inferior y la variabilidad es mas pronunciada. Una
descalibracion podria afectar la exactitud de la medicion de la relacion masa-carga (m/z) de manera
no uniforme a lo largo del espectro, lo que podria explicar los errores mas significativos detectados
en ciertos fragmentos. El error relativamente elevado en el fragmento ¢ correspondiente al Acido
Aspartico también podria ser un indicio de esta problematica.

Figura 21.

Cuantificacion de fragmentos de angiotensina Il obtenidos por MALDI-TOF/TOF con deteccion
LIFT [Tabla].

Fragmentos de Ang Il en
LIFT

Fragmentos |Porcentaje
a 100%
100%
100%
100%
100%
100%

N|<[X]|o |T

Nota. Elaborado por el autor (2025).

Se observa que la totalidad de los fragmentos esperados (a, b, ¢, X, Y, Z) fueron
identificados, con una eficiencia de recuperacion del 100% para cada uno de ellos. Este hallazgo
demuestra la alta capacidad de la técnica MALDI-TOF/TOF acoplada con LIFT para la
fragmentacion, lo que permite una identificacion completa de la secuencia aminoacidica de la
Angiotensina II. La eficiencia del 100% en la deteccion de todos los fragmentos pronosticados
valida la robustez de este método para estudios de identificacion y caracterizacion estructural de

péptidos.
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5.8. ANALISIS DE FRAGMENTACION DE ANGIOTENSINA Il MEDIANTE
MALDI-TOF/TOF-CID.

Figura 22.
Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andlisis CID de la composicion de aminodcidos de
angiotensina Il [Espectro].
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

El anélisis del espectro de masas adquirido mediante la técnica de disociacion inducida por
colision (CID) revela la presencia de iones imonio caracteristicos de la secuencia DRVYIHPF de
la angiotensina I1, identificAndose especificamente las sefiales correspondientes a los iones imonio
de arginina (R) en m/z 128.393, tirosina (Y) en m/z 135.381, histidina (H) en m/z 109.530, prolina
(P) en m/z 69.618, valina (V) en m/z 83.638 y 4cido aspartico (D) con una sefial adyacente a la de
valina. La deteccion de estos fragmentos idnicos especificos, en conjunto con otras sefiales
presentes en la region de m/z inferior a 200 Da, fortalece la identificacion de la secuencia
DRVYIHPF, resaltando la utilidad de los iones imonio en la espectrometria de masas para la
confirmacion de la identidad de los residuos aminoacidicos y la elucidacion de la secuencia

peptidica.
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Figura 23.
Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andlisis CID de la Angiotensina Il [Espectro].
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

Figura 24.
Valores de masa-carga (m/z) tedricos y experimentales de fragmentos a y X de angiotensina Il en
analisis CID, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # a (tedrico) [a ( experimental)| % error X (tedrico) | X (experimental) | % error #
D 1 88,03935 86,658 1,56901431 0 0 0 8
R 2 244,14 226,721 + 17 0,58122389 957,49 0 0 7
Y 3 343,2 356,544 3,88811189 801,39 0 0 6
Y 4 506,27 505,778 0,09718135 702,32 0 0 5
| 5 619,35 618,759 0,09542262 539,26 531,254 1,48462708 4
H 6 756,41 753,712 0,35668487 426,17 416,931 2,16791421 3
P 7 853,46 857,713 0,49832447 289,11 285,978 1,08332469 2
F 8 1000,53 1009,296 0,87613565 192,66 0 0 1

PROMEDIO % ERROR 0,99526238 PROMEDIO % ERROR 0,59198325

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El analisis de los iones fragmento de tipo a, generados mediante la técnica de disociacion
inducida por colision (CID) en el espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF para el péptido
Angiotensina II (DRVYIHPF), revela una concordancia variable entre las masas teoricas y
experimentales. Los porcentajes de error individuales para los fragmentos a oscilan entre un valor
menor de 0.097% para el residuo de Tirosina (Y) hasta un maximo de 3.89% para el residuo de

Valina (V). El valor promedio del porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos a se sittia
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en 0.95%, lo que indica una exactitud moderada en la determinacion de sus masas, con
desviaciones significativas para ciertos aminoacidos (Harrison et al., 2004).

En lo concerniente a los iones fragmento de tipo X, el analisis exhibe una concordancia
aun mas variable y, en general, una menor exactitud en comparacion con los fragmentos a. Se
observan varios fragmentos X con porcentajes de error considerablemente elevados, como el
residuo de Isoleucina (I) con un 1.48% vy el residuo de Histidina (H) con un 2.17%.
Adicionalmente, no se detectaron fragmentos X correspondientes a los residuos de Acido
Aspartico (D), Arginina (R) y Valina (V), lo que limita la cobertura de la secuencia obtenida a
partir de estos iones. El valor promedio del porcentaje de error para los fragmentos X es de 1.04%,
aunque este valor se ve influenciado por la ausencia de datos para tres fragmentos. Los fragmentos
X detectados presentan errores relativamente altos, lo que sugiere una fragmentacion o deteccion
menos eficiente para estas especies i0nicas bajo las condiciones de CID empleadas (Wells &
McLuckey, 2005).

Considerando la potencial influencia de una descalibracion instrumental, los resultados
sugieren que podria contribuir a las discrepancias observadas, especialmente en el caso de los
fragmentos X, donde la exactitud es inferior y la variabilidad es mas pronunciada. Una
descalibracion podria afectar la exactitud de la medicion de la relacion masa-carga (m/z) de manera
no uniforme a lo largo del espectro. No obstante, la ausencia de argon, necesario para llevar a cabo
el andlisis mediante CID. El gas de colision, como el argon, es fundamental en la técnica CID para
inducir la fragmentacion eficiente de los iones precursores (Yu et al., 1993). La ausencia o la
calidad inadecuada del gas de colision puede resultar en una fragmentacion ineficiente, una menor
abundancia de iones fragmento y, consecuentemente, una menor exactitud en la determinacion de

Sus masas.
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Figura 25.
Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos b e Y de angiotensina Il en
analisis CID, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # b (tedrico) |b ( experimental)| % error Y (tedrico) |Y (experimental) | % error #
D 1 116,03426 114,557 1,27312399 | 1046,54183 1043 0,33843177 8
R 2 272,13537 255,375 6,15883558 | 931,51489 0 0 7
\Y 3 371,20379 381,229 2,70072943 | 775,41378 770,728 0,60429414 6
Y 4 534,26712 531,56 0,50669785 | 676,34537 675,318 0,1519002 5
| 5 647,35118 648,634 0,19816446 | 513,28204 515,976 0,52484985 4
H 6 784,41009 784,463 0,0067452 | 400,19797 402,865 0,66642767 3
P 7 881,96286 888,423 0,73247302 | 263,13906 263,649 0,19379107 2
F 8 1028,53127 1026,893 0,15928247 | 166,9863 168,357 0,82084578 1

PROMEDIO % ERROR 1,4670065 PROMEDIO % ERROR 0,41256756

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El analisis de los iones fragmento de tipo b, generados mediante la técnica de disociacion
inducida por colision (CID) en el espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF para el péptido
Angiotensina II (DRVYIHPF), revela una concordancia moderada entre las masas teoricas y
experimentales. Los porcentajes de error individuales para los fragmentos b exhiben una
variabilidad considerable, desde un valor menor de 0.007% para el residuo de Histidina (H) hasta
un valor méximo de 6.16% para el residuo de Arginina (R). El valor promedio del porcentaje de
error para el conjunto de los fragmentos b se sitia en 1.47%, lo que indica una exactitud aceptable
en términos generales, aunque con desviaciones significativas para algunos aminoacidos. El error
notablemente elevado observado para el fragmento b correspondiente a la Arginina sugiere una
posible inestabilidad o dificultad inherente a la formacion o deteccion de este ion especifico bajo
las condiciones de CID empleadas.

En lo concerniente a los iones fragmento de tipo Y, el analisis muestra una concordancia
generalmente favorable entre las masas tedricas y experimentales. Los porcentajes de error
individuales para los fragmentos Y son mayoritariamente bajos, situdndose por debajo del 1%, con
la excepcidn del residuo de Arginina (R), para el cual no se detectd ningin fragmento Y. El valor

promedio del porcentaje de error para los fragmentos y detectados es de 0.41%, lo que indica una



ANALISIS COMPARATIVO DE FRAGMENTACION PEPTIDICA 64

exactitud relativamente alta en la determinacion de sus masas. La ausencia del fragmento y
correspondiente a la Arginina limita la cobertura de la secuencia obtenida a partir de estos iones.
Considerando la potencial influencia de una descalibracion instrumental, los resultados
sugieren que podria contribuir a las discrepancias observadas, especialmente en el caso del
fragmento b de Arginina, que presenta un error significativamente elevado. Una descalibracion
podria afectar la exactitud de la medicion de la relacion masa-carga (m/z) de manera no uniforme
a lo largo del espectro. No obstante, la ausencia de argon, necesario para llevar a cabo el andlisis
mediante CID. El gas de colision, como el argdn, es fundamental en la técnica CID para inducir la
fragmentacion eficiente de los iones precursores (Harrison, 2009).
Figura 26.

Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos c e Z de angiotensina Il en
andlisis CID, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # c (tedrico) |c(experimental)| % error Z (tedrico) | Z (experimental) | % error #
D 1 133,06081 135,381 1,74370651 | 1029,51638 1027,046 0,23995539 8
R 2 272,16192 272,79 0,23077439 | 914,48944 0 0 7
\Y 3 388,23034 385,671 0,65923235 | 758,38833 0 0 6
Y 4 551,29367 550,21 0,19656855 | 659,31991 0 0 5
| 5 664,37773 0 0 496,25659 495,854 0,08112537 4
H 6 801,43664 798,865 0,32087877 | 383,17252 381,109 0,53853549 3
P 7 898,5894 888,5 1,12280425 | 246,11361 243,869 0,91202189 2
F 8 0 0 0 149,06085 149,124 0,04236525 1

PROMEDIO % ERROR 0,5342456 PROMEDIO % ERROR 0,22675042

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El analisis de los iones fragmento de tipo ¢, generados mediante la técnica de disociacion
inducida por colision (CID) en el espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF para el péptido
Angiotensina Il (DRVYIHPF), revela una concordancia favorable entre las masas tedricas y
experimentales para la mayoria de los fragmentos detectados. Los porcentajes de error individuales
son generalmente bajos, manteniéndose por debajo del 1.2% para los fragmentos identificados,
con la excepcion del residuo de Acido Aspartico (D), que presenta un error ligeramente superior

del 1.74%. No obstante, no se detectaron fragmentos c correspondientes a los residuos de
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Isoleucina (I) y Fenilalanina (F), lo que restringe la cobertura de la secuencia obtenida a partir de
estos iones. El valor promedio del porcentaje de error para los fragmentos ¢ detectados es de
0.53%, lo que indica una exactitud aceptable en la determinacioén de sus masas.

En lo referente a los iones fragmento de tipo Z, el andlisis exhibe una concordancia
sobresaliente entre las masas tedricas y experimentales para los fragmentos identificados. Los
porcentajes de error individuales son muy bajos, situdndose por debajo del 1% para todos los
fragmentos Z detectados. Sin embargo, no se detectaron fragmentos z correspondientes a los
residuos de Arginina (R) y Valina (V), lo que también limita la cobertura de la secuencia obtenida
a partir de estos iones. El valor promedio del porcentaje de error para los fragmentos Z detectados
es de 0.23%, lo que indica una alta exactitud en la determinacioén de sus masas (Medzihradszky,
2005).

Figura 27.
Cfantiﬁcacién de fragmentos de angiotensina Il obtenidos por MALDI-TOF/TOF con
disociacion inducida por colision (CID) [Tabla].
Fragmentos de Angllen
CID
Fragmentos |Porcentaje
a 100%
100%
75%
38%
75%
63%

N[<|X|O |T

Nota. Elaborado por el autor (2025).

Los resultados presentados en la Figura 27 detallan la deteccion y cuantificacion de los
fragmentos generados a partir de la Angiotensina II mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF/TOF, utilizando la técnica de disociacion inducida por colision (CID). A diferencia de la

fragmentacion en modo LIFT, en este caso no todos los fragmentos esperados fueron recuperados
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con una eficiencia del 100%. Especificamente, se observé una recuperacion del 100% para los
fragmentos 'a' y 'b'. Sin embargo, los fragmentos 'c' y 'Y' mostraron una recuperacion del 75%, el
fragmento 'Z' un 63%, y el fragmento 'X' presentd la menor recuperacion con un 38%. Estas
variaciones en los porcentajes de deteccion de los fragmentos reflejan diferencias en la estabilidad
de los enlaces peptidicos bajo las condiciones de CID o en la eficiencia de ionizacion y deteccion
de cada fragmento especifico.
5.9. ANALISIS DE FRAGMENTACION DE SUSTANCIA P MEDIANTE MALDI-
TOF/TOF-LIFT
Figura 28.

Esquema de Fragmentacion de la Sustancia P en Espectrometria de Masas MALDI-TOF/TOF
[Diagramal].
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Nota. Elaborado por el autor (2025).
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Figura 29.
Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andlisis LIFT de la composicion de aminodcidos de la
sustancia p. [Espectro].
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

En la Figura 29 se presenta el espectro de masas adquirido mediante la técnica LIFT en el
espectrometro MALDI-TOF/TOF, el cual revela la composicion aminoacidica de la secuencia
RPKPQQFFGLM, evidenciada por la deteccion de sefiales ionicas peptidicas que sugieren la
identificacion de los siguientes residuos: arginina (R) en m/z 131.198, prolina (P) en m/z 71.116,
lisina (K) y glutamina (Q) en m/z 102.743 (coelucion o isobaras), fenilalanina (F) en m/z 122.037,
leucina (L) en m/z 85.407 y metionina (M) en m/z 169.772. La deteccion de estos fragmentos
i6nicos especificos, en conjunto con otras sefiales presentes en la region de m/z inferior a 300,
fortalece la posible identificacion de la composicion aminoacidica observada como
correspondiente a la secuencia RPKPQQFFGLM. No obstante, se requeriria un andlisis de
fragmentacion mas exhaustivo y la comparacion con bases de datos de secuencias peptidicas para

la confirmacion inequivoca de la secuencia completa, subrayando la utilidad de la técnica LIFT en
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MALDI-TOF/TOF para la elucidacion de la composicion de péptidos a través de la identificacion

de sus aminodacidos constituyentes (Medzihradszky, 2005).

Figura 30.
Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con analisis LIFT de la sustancia p. [Espectro].
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1348.198
3000
71111
229.627
2000
113.905
L0 350,026 |
3 989,55, 57.960
I " sl)/.m;sos )t;f:s_-«zs 714.450 842.816 i ! \ k
LU AL Ao b Wbttt it V|
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Nota. Elaborado por el autor (2025).

Figura 31.
Valores de masa-carga (m/z) tedricos y experimentales de fragmentos a y X de la sustancia p en
analisis LIFT, con cadlculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # a (tedrico) | a ( experimental) % error X (tedrico) | X (experimental) | % error #
R 1 129,11352 128,071 0,80744449 0 0 0 11
P 2 226,16628 229,627 1,53016621| 1218,59763| 1202,336+ 17 |0,06059178 10
K 3 354,26124 359,026 1,34498485 | 1121,54487 0 0 9
P 4 451,31401 0 0 993,44991 989,552 0,392361 8
Q 5 579,37258 568,338 1,90457408 | 896,39714 860,383 4,0176545 7
Q 6 707,43116 0 0 768,33857 0 0 6
F 7 854,49958 0 0 640,27999 0 0 5
F 8 1001,56799 1005,327 0,37531251| 493,21158 490,148 0,62114924 4
G 9 1058,58945 1050,329 0,78032612 | 346,14316 341,909 1,22323954 3
L 10 1171,67352 1173,65 0,16868863 | 289,1217 0 0 2
M 11 1302,714 1300,606 0,16181602 | 176,03764 0 0 1

PROMEDIO % ERROR 0,64302845 PROMEDIO % ERROR 0,57409055

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El andlisis de los iones fragmento de tipo a, generados mediante la técnica LIFT en el
espectrometro MALDI-TOF/TOF para el péptido Sustancia P (RPKPQQFFGLM), revela una

concordancia generalmente favorable entre las masas tedricas y experimentales para los
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fragmentos detectados. Los porcentajes de error individuales presentan variaciones, con la mayoria
de los fragmentos exhibiendo errores inferiores al 1%. Se observan desviaciones ligeramente
superiores para el residuo de Prolina en la posicion 2 (1.53%) y el residuo de Glutamina en la
posicion 5 (1.90%). El valor promedio del porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos
a detectados es de 0.64%, lo que indica una exactitud aceptable en la determinacion de sus masas.
No obstante, no se identificaron fragmentos a correspondientes a la Prolina en la posicion 4, ambas
Fenilalaninas (posiciones 7 y 8) y ambas Glutaminas (posicion 6). Esta cobertura incompleta limita
la informacion secuencial obtenida a partir de los iones de tipo a.

En lo referente a los iones fragmento de tipo X, el andlisis también muestra una
concordancia variable entre las masas tedricas y experimentales para los fragmentos detectados.
Los porcentajes de error individuales oscilan entre un valor menor de 0.14% para la Prolina en la
posicion 2 hasta un valor maximo de 4.02% para la Glutamina en la posicion 5. El valor promedio
del porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos X detectados es de 0.58%, lo que indica
una exactitud aceptable en términos generales. Sin embargo, al igual que con los fragmentos a, se
observa una cobertura secuencial incompleta, con la ausencia de fragmentos X correspondientes a
la Arginina (posicion 1), la Lisina (posicion 3), ambas Glutaminas (posicion 6), ambas
Fenilalaninas (posicion 7), la Leucina (posicion 10) y la Metionina (posicion 11) (Allen et al.,

2008).
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Figura 32.
Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos b e Y de la sustancia p en
analisis LIFT, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # b (tedrico) | b ( experimental) % error Y (tedrico) | Y (experimental) % error #
R 1 157,10843 0 0 1348,71948 1348,198 0,03866482 11
P 2 254,1612 257 1,11692894 | 1192,61837 1195,776 0,26476449 10
K 3 382,25616 387 1,24101074 | 1095,56561 0 0 9
P 4 479,30892 486 1,39598487 | 967,47064 970,31 0,29348281 8
Q 5 607,3675 613 0,92736276 | 870,41788 873,282 0,32905114 7
Q 6 735,42608 725,378 1,36629367 | 742,3593 743,285 0,12469703 6
F 7 882,49449 0 0 614,30073 613,429 0,14190607 5
F 8 1029,5629 1029,11 0,04398954 | 467,23231 468,855 0,34729833 4
G 9 1086,58437 1088,553 0,18117599| 320,1639 327,733 2,36413287 3
L 10 1199,66843 1197,862 0,15057744 | 263,14244 261,08 0,78377323 2
M 11 1330,70892 1331,182 0,03555098 | 150,05837 0 0 1

PROMEDIO % ERROR 0,58717045 PROMEDIO % ERROR 0,42616098

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El andlisis de los iones fragmento de tipo b, generados mediante la técnica LIFT en el
espectrometro MALDI-TOF/TOF para el péptido Sustancia P (RPKPQQFFGLM), revela una
concordancia generalmente favorable entre las masas tedricas y experimentales para los
fragmentos detectados. Los porcentajes de error individuales son mayoritariamente bajos,
manteniéndose por debajo del 1.4%. Se observa la ausencia del fragmento b correspondiente al
residuo de Arginina (R) en la posicion 1 y a ambas Fenilalaninas (F) en las posiciones 7 y 8. El
valor promedio del porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos b detectados es de
0.59%, lo que indica una exactitud aceptable en la determinacion de sus masas. No obstante, la
falta de cobertura para ciertos aminoacidos restringe la informacion secuencial obtenida a partir
de los iones de tipo b.

En lo referente a los iones fragmento de tipo Y, el andlisis exhibe una concordancia
sobresaliente entre las masas teoricas y experimentales para los fragmentos identificados. Los
porcentajes de error individuales son muy bajos, situdndose mayoritariamente por debajo del 0.8%,

con la excepcion del residuo de Glicina (G) en la posicion 9, que presenta un error ligeramente
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superior del 2.36%. Sin embargo, no se detectaron fragmentos Y correspondientes al residuo de
Lisina (K) en la posicion 3 y al residuo de Metionina (M) en la posicion 11. El valor promedio del
porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos Y detectados es de 0.43%, lo que indica una
alta exactitud en la determinacion de sus masas. A pesar de la elevada exactitud, la ausencia de
ciertos fragmentos Y también limita la cobertura secuencial (Harrison, 2008).

Figura 33.

Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos c y Z de la sustancia p en
analisis LIFT, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # c (tedrico) | c( experimental) % error Z (tedrico) | Z (experimental) % error #
R 1 174,13498 0 0 1331,69403 1331,446 0,01862515 11
P 2 271,18774 275,252 1,49868869 | 1175,59292 1173,592 0,17020518 10
K 3 382,28271 387,331 1,32056456 | 1078,54015 1073,271 0,48854463 9
P 4 496,33547 490,413 1,19323932 | 950,44519 958,441 0,84126997 8
Q 5 624,39405 626,97 0,41255198 | 853,39243 847,314 0,71226669 7
Q 6 752,45263 743,204 1,22913119 | 725,33385 725,398 0,0088442 6
F 7 899,52104 891,397 0,90315175| 597,27527 585,389 1,9900824 5
F 8 1046,58945 1050,222 0,34708452 | 450,20686 461,81 2,5772908 4
G 9 1103,61092 1104,199 0,0532869 | 303,13845 0 0 3
L 10 1216,69498 1219,168 0,20325719 | 246,11698 241,033 2,06567625 2
M 11 0 0 0 133,03292 131,189 1,38606294 1

PROMEDIO % ERROR 0,65099601 PROMEDIO % ERROR 0,93262438

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El andlisis de los iones fragmento de tipo ¢, generados mediante la técnica LIFT en el
espectrometro MALDI-TOF/TOF para el péptido Sustancia P (RPKPQQFFGLM), revela una
concordancia generalmente favorable entre las masas tedricas y experimentales para los
fragmentos detectados. Los porcentajes de error individuales son mayoritariamente bajos,
manteniéndose por debajo del 1.5%, con la excepcion del residuo de Prolina en la posicion 2
(1.50%) y el residuo de Lisina en la posicion 3 (1.32%). No obstante, no se identificaron
fragmentos c correspondientes al residuo de Arginina (R) en la posicion 1 y al residuo de Metionina
(M) en la posicion 11, lo que restringe la cobertura de la secuencia obtenida a partir de estos iones.
El valor promedio del porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos ¢ detectados es de

0.66%, lo que indica una exactitud aceptable en la determinacion de sus masas.
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En lo referente a los iones fragmento de tipo z, el analisis exhibe una concordancia variable
entre las masas teoricas y experimentales para los fragmentos identificados. Los porcentajes de
error individuales oscilan entre un valor menor de 0.02% para el residuo de Arginina (R) hasta un
valor maximo de 2.58% para el residuo de Fenilalanina en la posicion 8. Ademas, no se detectaron
fragmentos z correspondientes al residuo de Glicina (G) en la posicion 9 y al residuo de Metionina
(M) en la posicion 11. El valor promedio del porcentaje de error para el conjunto de los fragmentos
z detectados es de 0.93%, lo que indica una exactitud razonable en términos generales, aunque con
desviaciones mads significativas para algunos aminoacidos (Paizs & Suhai, 2005b).

Figura 34.

Cuantificacion de Fragmentos de Sustancia P Obtenidos por MALDI-TOF/TOF con Deteccion
LIFT [Tabla].

Fragmentos de Sus P en
LIFT

Fragmentos |Porcentaje
a 73%
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

La Figura 34, que presenta la cuantificacion de los fragmentos de Sustancia P obtenidos
mediante MALDI-TOF/TOF en modo LIFT, revela una fragmentacion robusta, aunque con
porcentajes de recuperacion variables para cada ion fragmento. A pesar de estas variaciones, €s
importante destacar que la eficiencia general de fragmentacion fue considerablemente alta, con la
mayoria de los fragmentos esperados detectados en proporciones significativas. Particularmente,
los fragmentos 'b', 'c' ¢ "Y' fueron los mas prominentes, con un porcentaje de recuperacion del 82%

cada uno, seguidos de cerca por el fragmento 'Z' que alcanzé un 91%. Estos resultados demuestran
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la efectividad de la técnica LIFT p
de iones de producto informativos.
5.10.
MALDI-TOF/TOF-CID

Figura 35.
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ANALISIS DE FRAGMENTACION DE LA SUSTANCIA P MEDIANTE

Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andalisis CID de la composicion de aminodcidos de la

sustancia p. [Espectro].
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

El espectro de masas adqu

irido mediante la técnica de disociacion inducida por colision

(CID) en el espectrometro MALDI-TOF/TOF revela la composicion aminoacidica de una

secuencia que incluye sefiales idnicas correspondientes a los iones imonio de prolina (P) en m/z

67.753, lisina (K) y glutamina (Q) en m/z 98.523 (posible coelucién o isobaras), leucina (L) en m/z

81.648, fenilalanina (F) en m/z 126.376, arginina (R) en m/z 137.326 y metionina (M) en m/z

109.475. La deteccion de estos iones imonio especificos, en conjunto con otras sefiales idnicas

presentes en la region de m/z inferior a 223, fortalece la posible identificacion de la secuencia

peptidica observada como constituyente de la Sustancia P (RPKPQQFFGLM). Sin embargo, se
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requeriria un analisis de fragmentacion mas exhaustivo, incluyendo la interpretacion de iones de
la serie b y y, asi como la comparacion con bases de datos de secuencias peptidicas, para la
confirmacién inequivoca de la secuencia completa y la diferenciacion entre aminoacidos
isobaricos como la lisina y la glutamina, resaltando la utilidad de la técnica CID en MALDI-

TOF/TOF para la elucidacion de la composicidn y, potencialmente, la secuencia de péptidos a

través de la identificacion de sus aminoacidos constituyentes (Harrison et al., 2006).

Figura 36.

Espectro de masas MALDI-TOF/TOF con andlisis CID de la sustancia p. [Espectm]
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

Figura 37.
Valores de masa-carga (m/z) tedricos y experimentales de fragmentos a y X de la sustancia p en
analisis CID, con calculo del porcentaje de error. Autor [Tabla].
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SEQ # a (tedrico) |a ( experimental)| % error X (tedrico) |X (experimental)] % error #
R 1 129,11352 126,414 2,09081125 0 0 0 11
P 2 226,16628 223,107 1,35266849 | 1218,59763 1218,151 0,03665115 10
K 3 354,26124 351,064 0,90250912 | 1121,54487 1127,557 0,53605791 9
P 4 451,31401 460,234 1,97644873 | 993,44991 0 0 8
Q 5 579,37258 576,504 0,49511836 | 896,39714 0 0 7
Q 6 707,43116 0 0 768,33857 0 0 6
F 7 854,49958 852,159 0,27391236 | 640,27999 647,515 1,12997597 5
F 8 1001,56799 1000,436 0,11302178 | 493,21158 498,206 1,01263235 4
G 9 1058,58945 1057,635 0,09016243 | 346,14316 351,033 1,41266405 3
L 10 1171,67352 1171,612 0,00525061 | 289,1217 296,874 2,68132762 2
M 11 1302,714 1301,277 0,11030817 | 176,03764 0 0 1

PROMEDIO % ERROR 0,67365557 PROMEDIO % ERROR 0,6190281
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Nota. Elaborado por el autor (2025).

El analisis de los iones fragmento de tipo a, generados mediante la técnica de disociacion
inducida por colision (CID) en el espectrometro MALDI-TOF/TOF para el péptido Sustancia P
(RPKPQQFFGLM), revela una concordancia generalmente favorable entre las masas teodricas y
experimentales para los fragmentos detectados. Los porcentajes de error individuales son
mayoritariamente bajos, manteniéndose por debajo del 2.1%. El valor promedio del porcentaje de
error para el conjunto de los fragmentos a detectados es de 0.67%, lo que indica una exactitud
aceptable en la determinacién de sus masas. No obstante, no se identificaron fragmentos a
correspondientes a la Prolina en la posicion 4 y a ambas Glutaminas (posiciones 5 y 6), lo que
restringe la cobertura de la secuencia obtenida a partir de los iones de tipo a.

En lo referente a los iones fragmento de tipo X, el andlisis también muestra una
concordancia variable entre las masas tedricas y experimentales para los fragmentos detectados.
Los porcentajes de error individuales oscilan entre un valor menor de 0.04% para la Prolina en la
posicion 2 hasta un valor maximo de 2.68% para el residuo de Leucina (L) en la posicion 10.
Adicionalmente, no se detectaron fragmentos X correspondientes al residuo de Arginina (R) en la
posicion 1, al residuo de Lisina (K) en la posicion 3, a ambas Glutaminas (posiciones 5y 6) y al
residuo de Metionina (M) en la posicion 11. El valor promedio del porcentaje de error para el
conjunto de los fragmentos X detectados es de 0.62%, lo que indica una exactitud aceptable en
términos generales. Sin embargo, al igual que con los fragmentos a, se observa una cobertura
secuencial incompleta, lo que dificulta la elucidacion completa de la secuencia peptidica basdndose

unicamente en estos iones (Polfer et al., 2005a).
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Figura 38.
Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos b e Y de la sustancia p en
analisis CID, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # b (tedrico) |b ( experimental)| % error Y (tedrico) |Y (experimental)| % error #
R 1 139,10843 137,327 1,28060535 | 1048,71948 0 0 11
P 2 254,1612 0 0 1192,61837 0 0 10
K 3 382,25616 379,12 0,82043413 | 1095,56561 0 0 9
P 4 479,30892 0 0 967,47064 0 0 8
Q 5 607,3675 0 0 870,41788 0 0 7
Q 6 735,42608 733,949 0,20084683 | 742,3593 0 0 6
F 7 882,49449 0 0 614,30073 615,528 0,19978326 5
F 8 1029,5629 0 0 467,23231 0 0 4
G 9 1086,58437 0 0 320,1639 320,018 0,04557041 3
L 10 1199,66843 0 0 263,14244 268,104 1,88550353 2
M 11 1330,70892 1331,312 0,0453202 | 150,05837 154,271 0 1

PROMEDIO % ERROR 0,21338241 PROMEDIO % ERROR 0,19371429

Nota. Elaborado por el autor (2025).

El anélisis de los iones fragmento de tipo b, generados mediante la técnica de disociacion
inducida por colision (CID) en el espectrometro MALDI-TOF/TOF para el péptido Sustancia P
(RPKPQQFFGLM), revela una concordancia generalmente favorable para los escasos fragmentos
detectados. Los porcentajes de error individuales para los fragmentos b correspondientes a
Arginina (R) y Glutamina (Q) son bajos, con valores de 1.28% y 0.20% respectivamente. El
fragmento b correspondiente a Metionina (M) presenta un error ain menor del 0.05%. Sin
embargo, se observa una cobertura secuencial muy limitada, con la ausencia de fragmentos b
correspondientes a la Prolina (P) en las posiciones 2 y 4, la Lisina (K), ambas Fenilalaninas (F), la
Glicina (G) y la Leucina (L). El valor promedio del porcentaje de error para los fragmentos b
detectados es de 0.21%, lo que sugiere una alta exactitud en la determinacion de sus masas donde
se logro la deteccion. No obstante, la reducida cantidad de informacion secuencial obtenida a partir
de los iones de tipo b constituye una limitacion importante.

En lo referente a los iones fragmento de tipo Y, el andlisis también muestra una
concordancia generalmente favorable para los fragmentos detectados. Los porcentajes de error

individuales son bajos, con valores de 0.04% para la Glicina (G), 0.20% para la Fenilalanina (F) y
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1.89% para la Leucina (L). El fragmento Y correspondiente a Metionina (M) presenta un error del
0.19%. Sin embargo, al igual que con los fragmentos b, se observa una cobertura secuencial
limitada, con la ausencia de fragmentos Y correspondientes a la Arginina (R), la Prolina (P) en las
posiciones 2 y 4, la Lisina (K) y ambas Glutaminas (Q). El valor promedio del porcentaje de error
para los fragmentos Y detectados es de 0.19%, lo que indica una alta exactitud en la determinacion
de sus masas donde se logré la deteccion. No obstante, la falta de cobertura secuencial sigue siendo
una limitacion significativa (Liu et al., 2015).

Figura 39.

Valores de masa-carga (m/z) teoricos y experimentales de fragmentos c y z de la sustancia P en
andlisis CID, con calculo del porcentaje de error [Tabla].

SEQ # c (tedrico) |c ( experimental)| % error Z (tedrico) |Z (experimental)| % error #
R 1 174,13498 0 0 1331,69403 1331,312 0,02868752 11
P 2 271,18774 268,104 1,13712368 | 1175,59292 1171,612 0,33863082 10
K 3 399,28271 401,055 0,44386846 | 1078,54015 0 0 9
P 4 496,33547 498,206 0,37686809 | 950,44519 0 0 8
Q 5 624,39405 0 0 853, 39243 0 0 7
Q 6 752,45263 0 0 725,33385 0 0 6
F 7 899,52104 0 0 597,27527 0 0 5
F 8 1046,58945 0 0 450,20686 460,234 2,2272295 4
G 9 1103,61092 0 0 303,13845 0 0 3
L 10 1216,69498 1218,151 0,11967009 | 246,11698 251,091 2,02099831 2
M 11 0 0 0 133,03292 0 0 1

PROMEDIO % ERROR 0,18886639 PROMEDIO % ERROR 0,4195951

Nota. Elaborado por el autor (2025). Los valores en 0 fueron datos que no se encontraron.

El andlisis de los iones fragmento de tipo ¢, generados mediante la técnica de disociacion
inducida por colisién (CID) en el espectrometro MALDI-TOF/TOF para el péptido Sustancia P
(RPKPQQFFGLM), revela una concordancia sobresaliente para los escasos fragmentos
detectados. Los porcentajes de error individuales para los fragmentos ¢ correspondientes a Prolina
(P) y Leucina (L) son bajos, con valores de 1.14% y 0.12% respectivamente. Sin embargo, se
observa una cobertura secuencial muy limitada, con la ausencia de fragmentos ¢ correspondientes
a los residuos de Arginina (R), Lisina (K), ambas Glutaminas (Q), ambas Fenilalaninas (F), Glicina

(G) y Metionina (M). El valor promedio del porcentaje de error para los fragmentos ¢ detectados
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es de 0.19%, lo que sugiere una alta exactitud en la determinacion de sus masas donde se logro la
deteccion. No obstante, la reducida cantidad de informacion secuencial obtenida a partir de los
iones de tipo ¢ constituye una limitacién importante (Vachet et al., 1997).

En lo referente a los iones fragmento de tipo z, el andlisis también muestra una
concordancia generalmente favorable para los fragmentos detectados. Los porcentajes de error
individuales son bajos, con valores de 0.03% para la Arginina (R) y 2.02% para la Leucina (L). El
fragmento z correspondiente a Fenilalanina (F) presenta un error del 2.23%. Sin embargo, al igual
que con los fragmentos c, se observa una cobertura secuencial limitada, con la ausencia de
fragmentos z correspondientes a los residuos de Lisina (K), ambas Prolinas (P), ambas Glutaminas
(Q), Glicina (G) y Metionina (M). El valor promedio del porcentaje de error para los fragmentos
z detectados es de 0.42%, lo que indica una exactitud razonable en la determinacion de sus masas
donde se logrd la deteccion. No obstante, la falta de cobertura secuencial sigue siendo una
limitacion significativa.

Figura 40.

Cuantificacion de Fragmentos de Sustancia P Obtenidos por MALDI-TOF/TOF con Disociacion
Inducida por Colision (CID) [Tabla

P

Fragmentos de Sus P en
CID

Fragmentos |Porcentaje
a 91%
37%
37%
56%
37%
37%

N|[<[|X|o |T

Nota. Elaborado por el autor (2025).

Los resultados presentados en la Figura 40 ilustran la eficiencia de deteccion de los
fragmentos generados a partir de la Sustancia P mediante espectrometria de masas MALDI-

TOF/TOF, empleando la técnica CID. En contraste con los resultados obtenidos por LIFT para la
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misma Sustancia P, se observa una marcada diferencia en los porcentajes de recuperacion para la
mayoria de los fragmentos.

El fragmento 'a' fue el mas abundantemente detectado, con un 91% de recuperacion,
indicando una notable estabilidad de este fragmento o una alta eficiencia de su formacion bajo las
condiciones de CID. Sin embargo, los fragmentos 'b', 'c', 'Y' y 'Z' mostraron una recuperacion
considerablemente menor, todos con un 37%. El fragmento 'X' se recuper6 en un 56%, siendo el
segundo mas abundante.

Tabla 7.

Comparacion de la Eficiencia de Fragmentacion de Angiotensina Il y Sustancia P en MALDI-
TOF/TOF mediante CID y LIFT.

Fragmento Angiotensina I Angiotensina I Sustanciap SustancraP(CID)
(LIFT) (CID) (LIFT)
a 100% 100% 73% 91%
b 100% 100% 82% 37%
c 100% 75% 82% 37%
X 100% 38% 46% 56%
Y 100% 75% 82% 37%
Z 100% 63% 91% 37%

Nota. Elaborado por el autor (2025).

La técnica LIFT mostré una mayor eficiencia en la fragmentacion para la Angiotensina II,
logrando una cobertura de fragmentos completa y uniforme. Para la Sustancia P, si bien LIFT
gener6 un espectro de fragmentos mas diverso y con mayores porcentajes de recuperacion para la
mayoria de los iones (excluyendo el fragmento 'a'), la CID fue inesperadamente superior para el
fragmento 'a'. No obstante, si el objetivo es obtener la mayor cantidad de informacién de secuencia

posible a través de la cantidad de fragmentos, LIFT se perfila como la técnica mas eficiente para
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ambos péptidos en general, ya que produce un conjunto de iones de producto mas amplio y con

porcentajes de recuperacion mas altos en la mayoria de los casos.

6. CONCLUSIONES

Se establecieron las mejores condiciones experimentales para CID y LIFT en MALDI
TOF/TOF (ganancia del detector, laser, pulso de extraccion y 'Lens'), maximizando la eficiencia
de ionizacion y fragmentacion de péptidos.

La fragmentacion predominantemente gener6 iones b e y. LIFT demostro ser la técnica mas
eficiente en la produccion de estos iones de secuencia, facilitando la interpretacion estructural.
LIFT mostré mayores ventajas por su mayor cantidad y claridad de senales, ademas de ser una
técnica integrada y econdémica. CID presentd limitaciones por el costo del gas Argon y menor
abundancia de fragmentos.

la técnica LIFT exhibi6 una eficiencia de fragmentacion notablemente superior y mas
consistente en comparacion con la CID para la caracterizacion de ambos péptidos. Con una
eficiencia promedio general del 88.08% frente al 62.17% de CID, LIFT demostro ser la técnica de
eleccion para la obtencion de espectros de fragmentos mas completos y abundantes, lo cual es
fundamental para una identificacion de péptidos en espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF.

LIFT super6 a CID en la generacion de fragmentos, ofreciendo una mayor robustez en la
secuenciacion. Su naturaleza "libre de gas" y preinstalacion lo posicionan como el método mas

eficiente y costo-efectivo para la fragmentacion de péptidos.
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